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14. October 2002 

Cardion AO 2002CAR004EP 



Interieufem-15 Antagonisten mod fore Verwendung zur Prophylaxe und/oder 
Therapie von Transplantationsfolge- und/oder Autoinununerkrankungen 



Die Erfindung betrifft Fusionsproteine aos einem WiIdtyp-IL-15 und einem IgG- 
Fc-Fragment sowie ihre Heistellung und Verwendung zur Inhibienmg von Im- 
munreaktionen und zur Prophylaxe und/oder Therapie von Transplantationsf olge- 
10 und/oder Autoiramunerkrankungen. 

Bine effektive Immunantwort wild dutch die Aktivierung von T-Zellen dcs Ln- 
munsystems, die durch em Antigen oder Mitogen ausgeKst wird, tingeleitet Die 
Aktivierung der T-Zellen erfordert zahlreiche zelluiare Veranderungen, hierzu 
15 gehoren z.B. die Expression von Cytokinen und deten Rezeptoren. Zu diesen Cy- 
toJdnen gehSren unter aoderem IL-15 und JL-2. 

IL-1S und EL-2 sind bekannte Wachstumsfaktoren, die cine signifikante Rolle 
spielen in der Proliferation und Differcnzierung von humanen und murinen T- 
20 Zellen, Makrophagen, naturlichen Killer (NK)-Zellen, cytotoxischcn T-ZeUen 
(CTLX Lymphozyt-aktivierten Killer <LAK)-Zellen sowie in der Kostimulation 
von B-ZeUcn, die beispielsweise dutch anti-Inununoglobulin (anti-IgM) oder 
Phorbolester aktiviert worden sind. Die Proliferation dieser Zellen verstarkt die 
Immunantwort eines Organismus. 



IL_i5 wurde ersdnals als ein sekretorisches Cytokin beschrieben, das die Prolife- 
ration von IL-2 abhangigen murinen cytotoxischen T-Zellen (CTLL-2) induziert. 
1,15 wnrde als ein 162 Anrinosauten langes Vorlauferpiotem mit einer Leader- 
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Sequent von 48 Aniinosauren* also einem mfen Protein von 114 Aminos^uren 
Lange, charakterisiert (Grabstein et aL, (1994) Science 264(5l61):965-8). 

EL- 15 wird in Epithcl- und Kbroblast-Zelllinien sowie Monocyten des periphercn 
5 Blutes gebildet. Seine spezifische mRNA wurde ebenfaDs in Plazenta, Skelett- 
muskeln und Nieren gefunden (Grabstein et a]., supra) 

Neben den gemeinsainen biologischen Eigenschaften, besitzen IL-15 und IL-2 
ebenfalls homologe Stnikturen. Beide Molekiile binden an mindestens drei ge- 

10 toennte Re^eptor-TJnterdnheitsn auf der Membran von T-Zellen, wobei der beta- 
und der gamraa-Untereinheit-Kcmplex ttber den die Signaltransduktion erfolgt 
derselbe ist, w&hrend die alpha-TJntereinheit spezifisch flir die Bindung von IL-15 
bzw. IL-2 ist Es konnte festgestellt werden, dass gegen die alpha-Unteieinheit des 
IL-2 Rezcptors gerichtete AntikSiper keinen Effekt auf die IL-15 Bindung an sei- 

15 ne spezifische alpha-Unteneinheit ausiiben (Grabstein et aL, supra), wohingegen 
Antikoiper, die gegen die beta-Untereinheit des IL-2 Rezeptors gerichtet waren, 
die Aktivitat von IL-15 blockieren (Giri et aL, (1994) EMBO J., 13:2822). Uber 
die beta- und gamma-Untesneinheiten von IL-15 erfolgt die Signaltransduktion. 

20 Bei sahtoeichen Krankheiten ist es aus therapeutischen Grttnden erforderiich, eine 
Antwort des Immunsystems des Patients zu supptiimiemn. Hierzu gehfiren bei- 
spielsweise Autoimmunkrankheiten, insbesondere Diabetes mellitus Typ I (Bot- 
tazzo, G. F., et aL, (1985) NEngl I Med 113:353), themnatische Arthritis, Multip- 
le Sklerose, chuonische Lebeierkrankungen, entzundliche Darroerkrankun gen, 

25 Txansplantat-anti-Wirt-Krankheit (graft- vers us-host disease [GVHD]) und Trans- 
plantat-AbstoBung (Sakai et aL, (1998) Gastroenterology, 114{6):1237-1243; Ej- 
visakketal., (1998) Clin Exp Immunol, 111(1):193197). 

Werden immunkompetente Zellen von einem genetisch nicht identischen Orga- 
30 trismus Qbertragen, so kommt es zur Reaktion dicser Zellen gegen den Empfan- 
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gerorganiamns (GVHD) (Janeway CJV. u. Travers P., Spektmm-Veriag, deulsche 
Auflagc 1995 S. 467). 

Filr vide lebensbedrohende Krankheiten ist die Transplantation von Organen oder 
5 Geweben zur Standardmethode und in zahlreichen Fallen zur einzig lebensretten- 
den Behandlung geworden. Schwierigkelten gibt es jedoch im Hinblick anf Ab- 
stoBnngsreaktionen des Empfangeroiganismus, die durch Immunantworten auf die 
ftemden Zellobetflachen- And gene des Transplantats hervorgerufen warden. 

10 Bei einer Transplantation ist der Qrad einer Transplantatabstofiung von dem 
AusmaB der histogenetischen Differenz zwischen Spender and Empfanger (Histo- 
kompatibiliiat) abhSngig. Unterschiede im Antigenrauster von Spender- und Emp- 
fangerorganisnius rufcn in letzteiem eine Immimreaktion, resultierend in einer 
Abstofiungsreaktion, gegen das Transplantat hcrvox. Die AbstoBung eines Tians- 

15 plantatcs flndet sowohl durch humorale als aueh zellulare Reaktianen start, tin- 
morale Effektoren sind Antikoiper untenschiedlicher Spezffifit, wie zS. AntikSr- 
per-abhangige zellvennittelte Cytotoxics und Antikorper gegen Stmkturen des 
Spender-HLA-Systems. Zcllulare Effektoren stellen insbesondeie cytotoxische T- 
Zellen in Vertrindung mit u.a. Makrophagen statt (Immunologic Janeway C~A. u. 

20 Travers P., Spektrum-Veriag, deutsche Auflage 1995 S. 522-8). 

En Therapieansatz ist es, die hnmoralc bzw. zellulare Immunantwort durch Im- 
raunsuppressiva, insbesondere antagonistische IL-15 bzw. IL-2- Ant . iko rper bzw. 
IL-15 bzw. IL-2 Antagonisten zu suppamieren. Weiterhin sind Antikoiper gegen 
2s den IL-2-Rezeptor bereits zur Vedrinderung der akuten AbstoBung bei Nieren- 
transplantationen zugelassen (NovarnX Basel, Schweiz; Roche, Basel, Schweiz; 
Zenapax; Simulect). 

Verschiedene Therapien unter Verwendung von Aodkorpern gegen IL-1S bzw. 
30 IL-2 MoIekOle sind beschrieben woiden. So konnte bcispielsweise die verlangerte 
tibedebensdauer eines allotransplantierten Primatenheizen dutch die Verabred- 
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chung des monoldonalen AntikSrpets anti-IL-2R_beta (Mik.beta-1) enreicht wcr- 
den CTinaba et aL, (1994) J ImsnunoL 153:4330)- Weitethin wurde eine Blockie- 
rung der Transplantatabstoflung dutch motioklonale Antikdrper, die gegen das T- 
Zell spezifische Antigen CD3 gcrichtet waren, beschrieben (Mackie et aL, (1990) 
5 Transplantation 49:1 150). 

Des weiteren sind zahkeiche IL-1S Antagonisten beschrieben warden, die das 
Bindungsverhalten von IL-15 an seinen Rezeptor ventadern. Diese Antagonists 
wurden durch EinfQhrung von Mutation(en) in die Seqnenz des Wildtyp-EL-15 

10 erzielt. So wurde beJspielsweise eine Mutation an der Aminosaureposition 56 
(Aspartat) [Position 8 nach Abspalten der Leader-Sequenz] beschrieben, dutch die 
zwar eine Bindung an die alpha-Untereinheit des IL-15 Receptors erfolgte, jedoch 
die Bindung an die beta-Untereinheit verfiindert wurde (WO 96/26274). In einem 
anderen Ansatz wurde dutch eine Mutation an der ArninosSureposition 156 (Glu- 

15 taniin) [Position 108 nach Abspalten der Leader-Sequenz] die Interaction mit der 
gamma-Untereinheit inhibiert (WO 96/26274- WO 97/41232). Weitertiin wurde 
durch PEGyliertes IL-15 eine Bindung an die alpha-Untereinheit ennSgiicht Aus 
sterischen Grtinden war jedoch eine Bindung an die beta-Untereinheit nicht mehr 
mttglich (Pettit et aL, (1997) Jf Biol Chem, 272 4: 2312-23 1 8). 

20 

Bei den beschxiebenen IL-15 Antagonisten handelt es sich um mutierte IL-15 
(mut-IL-15) Sequenzen, die entweder ftir sich odcr als Fusionsprotein antagonisti- 
sche Wiricungen erzielten. Derartige Fusionspnoteine sind Polypeptide, bestchend 
aus einem N-tenninalen mut-BL-15-Fragment und einem Oterminalen Fc- 
25 Fragment, insbesondere einem murinen IgG2a oder humanen IgQl (WO 
97/41232; Kim et aL f (1998) 3 ImmunoL, 160:5742-5748). 

Unter einem Fc (Fragment crystallizable) -Fragment ist das Fragment ernes Anti- 
k&pens zu verstehen, das keine Anfigene bindet Die beiden weiteren identischen 
30. Fab (Fragmentantigen binding) -Eragmente eines Antikorpers habsn antig^bui- 
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dende Akti vital (Immanologie, Janeway C.A. u. Travers P., Deutsche Auflage 
(1995), S. 117-8). 

Nachteil dieser mutierten IL-15 Molektile ist jedoch, dass sie gegenUber dem 
5 Wildtyp-IL-15 eine veranderta PrimSr-, SekundSr- und TertiSistruktur besitzcn 
mid dadurch abweichende Degradationapunkte aufweisen, so dass Degradations- 
produkte auftreten, die in den Zellen natOrlicherweise nicht vorkommen, und die 
toxische Wirkung in dem Organismus entfalten konnen. Art und Ausmafi derarti- 
ger und anderer Nebenwirkungen sind im Detail nicht absehbar. 

10 

Weiterer Nachteil ist, dass Patienten, die Transplantate in sich tragen. diese in der 
Kegel Zeit ihres Lebens behalten, so dass sie lebenslang auf die Kinn a hm e von 
Immunsupressiva angewiesen sind, Vor allem dadurch, dass nur unzureichende 
Erkenntnisse tiber die Nebenwirkungen der Langzeitdnnahmc solcher Immun- 
15 supressiva vorlicgen, besteht dringender Bedarf, diese Nebenwirkungen auszu- 
schliefien oder mJndestens einzuschranken. 

Nachgewiesen wurde bei der Veiabreichung immunsuppressiver Komponenten, 
wis Cyclosporins A, FK506 und Rapamycin, dass diese Agenzien die Proliferati- 
20 on von T-ZeUen insgesamt rnhibieren (Perm, (1991) Transplant Proc, 23:1101; 
Beveddge et al., (19S4) Lancet 1:788). 

En grofler Nachteil ist. dass die in der Regel systemische Verabreichung solcher 
Immunsuppressiva zur Verteilung derselben im gesamten Organismus fuhrt und 
25 nicht die lokale Prasenz am Ort des/der transplantierten Zellen, Gewebes oder 
Organs gewahrieistet Die Inbibierung der T-Zellproliferation im gesamten Orga- 
nismus kann jedoch Mektionen, toxische Abbauprodnkte oder sogar Krebs her- 
vorrofen. 
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Aufgabe der voriiegenden Brfindung ist es daher, ein Iromonsupressivum heizu- 
stellen, das kerne bzw. kaum Nebenwirkimgen in einem Grganismus entfaltet, in 
welchem eine Immunantwort inhibiert werdsn soli. 



5 Es ist bekannt, dass mutierte 1L15 Molekiile oder Fusionsproteine, bcstehend aus 
emem mut-IL-lS und einem Fb-Fragment eine antagonisrische Wirkung auf BL- 
15 entfaken, in rie m sie das Rezeptorbindungsverhalten inhibieren oder ver&ndem. 



Vollig tiberraschend war al] endings, dass anch can Fusionsprotein, bestehend aus ' 
10 einem N-termmalen Wildtyp-D>15 und einem C-teaminalen Fc-Fragment, insbe- 
sondere einem murinen IgG2a> ebenfalls eine antagonistische Wirkung entfaltet, 
obwohl an sich eine agonistische Wirkung zu envaiten ware. Lediglich dutch das 
Anftlgen eines Fc-Fragments an ein naturlich vorkommendes, im Normalfall ein 
immunstfanulierendes IL-15 Molekul konnte der Wirkmechanisraus> umgekehrt 
15 werden, also die bihibierung eincr Immunantwort eireicht werden. 



tJberraschcnd war diese Erkemitms gerade deshalb, weil bei der Annahme einer 
nattfrMchen Faltung des Wildtyp-E^lS-Abschnitts des Fusionsproteins nicht da- 
von auszugehen war, dass das Rezeptorbindungsverhalten allem durch das ange- 
20 fugte Fb-Fragment derart verSnderbar 1st, dass das gesamte Molekul Wildtyp-IL^ 
15-Fc antagonistische Wirkung 2um Wildtyp-IL-15 entfaltet. 



En Gegenstand der Bfindung ist daher ein Fusionsprotein aus einerseits einem 
Wildtyp-IL-lS und andererseits einem IgG-Fc-Fragment, mit Ausnahme eines 
25 murinen IgG2b-Fc-Fragmeats. 



Unter einem Fusionsprotcin gemafi der vorliegenden Etfindung ist das Expiessi- 
onsprodukt eines fusionieiten Gens zu verstehen. Ein fusioniertes Gen entstehi 
ans der Verkniipfung zwcier oder mehrerer Gene oder Genfragmente, wodurcb 
30 eine neue Kombination entstcht. 
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Unter einem Wildtyp-IL-15 gema£ der voriiegenden Erfjndung wird das nattlrlich 
vorkonnnende IL-I5 verstanden, wze beispielsweise in Grabstem et al„ (1994) 
Science 264(5161):965-8 beschrieben. 



5 Unter einem Fc(Fragment cry$tdlizabk)-Rnagment ist das Fragment eines Anti- 
kfirpers za verstehen, das keine Antigene bindet. Das Fc-Fragment kann aus na- 
tiirlicher Quelle stammen, recombinant hergestellt werden und/oder synthetisiert 
warden. Entsprechende Methoden sind dem Fachmann bekannt 



Bei dem Fc-Fragment des erfindungsgemSBen Fusionspmteins handelt es sich urn 
ein ImmunglobulinG (XgO) und zwar urn ein humanes oder murines IgGl, ein 
humanes IgG2 s ein murines IgG2a t ein humanes oder marines IgG3 oder ein hu- 
manes IgG4, vorzugsweise urn ein humanes IgGl oder ein murines IgG2a, insbe- 
sondeie urn ein IgGL Vorzugsweise wurden die IgG's ab der Hinge-Region ver- 
wendet. Als Hinge-Region wird die flexible Region im Ig-Molekul bezeichneL 

Unter erfindungsgemaBen IgG s s sind beispielsweise folgende beschriebene IgG's 
zu verstehen: 

humanes IgGl (Paterson, T. et aL, (1998), Immimotechnology 4(l):37-47> muri- 
20 nes lgG2a (Sikorav, JX., (1980X Nuleic Acids Res- 8(14):3143-3155), murines 
IgGl (French et ri., (1991), J. Immunol. 146(6):201fr-2016, humanes IgG2 (era- 
winkel, U. und RabWtts, TJL., (1982), EMBO J. l(4):4O3-407; Wang et aL, 
(1980), J. Immunol. 125(3): 1048-1054), murines IgG2b (Schlomchik, MX, 
(1987), Nature 328, 805-811), humanes IgG3 (Huck, S. et aL, (19S6). Nucleic 
25 Acids Res. 14(4): 1779-1789), murines IgG3 (Wels et aL, (1984), EMBO J., 
3(9):2041-2046) und humanes IgG4 (pink et aL, (1970), Biochem. J., 117(1):33- 
47) beschriebefl wotden. 
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Vorzugsweise ist das erfindungsgemafie Fusionsprotein ein chimares Fusionspio- 
30 tein, beispielsweise enthaltend ein Wfldtyp-DL-15 und ein hetereologes IgGl -Fc- 
Fragment oder ein hetereologes IgG2a-Fc-Fragment 
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Li bevoxzugten Aaafuhnjngsformeii umfasst das esfindungsgemaBe Fusionspiote- 
in die AminosStaresequenzen SEQ ID NO:l, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3 SEQ 
ID NO:4 Oder SEQ ID NO:5. 

s 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung batrifft cine NufcleinsMnie, die for era Fu- 
sionsprotein kodiert, das einerseits ein Wildtyp-IL~15 und andererseits ein IgG- 
FoEcagment, mit Ausnahme eines murinen IgG2b-FoFragments, enthait. 

10 Voraigsweise kodiert die erfindungsgemafie Nukleinsaurc filr ein Wildiyp-IL-15 
und ein humanes odcr murines IgGl, ein humanes IgG2, ein murines IgG2a, ein 
humanes odcr murines IgG3 Oder em humanes IgG4, besonders bevorzugt far ein 
humanes IgGl odcr ein murines IgG2a, am bevorzugtesten fur ein IgGl. 

IS Bevoizugt kodiert die erfindungsgemSfie Nukleinsaure ein Fuslonsprotein mit 
emer der AminosSuiesequenzeu SEQ ID NO:l v SEQ ID NOr2, SEQ ID NO:3. 
SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:S. 

Zti bevorzugten Ausftihrungsfonnen enthait die erfindiingsgemafie Nukleinsaure 
20 die DNA-Sequenzen SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 
oder SEQ ID NO: 10. 

Unter einer Nukleinsaure im Sixmo der vodiegenden Erfindung versteht man eine 
RNA oder DMA, insbesondere genomische DNA, cDNA oder synthetische DNA, 
25 die beispielsweise auf Phosphoramidiertmgsebene synthetisiert wurde. Ebenfalls 
sind Eombinationen und/oder Modifikationen von Nukleotiden dicker Nufclein- 
sauren umfasst Weiterhin umfasst dieser Begriff einael- und doppelstr2ngige 
NuMeinsSunen, 

30 _ Ebenso umfasst sind NuklemsUuren, die funktionell vezknupfte Komppnenten . 
beinhalten, beispielsweise ein oder mehrare fusionierte Gene oder aktive Teile 
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davon kodierend fUr ein odesr mehrere erfindungsgemafie Fusionsproteine sowie 
legulierbare Element© und/oder regulative Nokleotidsequenzen, die die Expressi- 
on des/der Gene mengenmafiig und/oder zeitabhangig beeinflussen. 

5 Regnlierbare Elemente sind beispielsweise Pramotonen fur die konstitutive oder 
zell- bzw. gewebsspezifische Expression, 

Regulative Nukleatidsequenzen umfassen beispielsweise Leadersequenzen, Poly- 
adenylierangssequenzen, Z-B. ein SV40-Polyadenylierungssignal, 
10 Enhancersequenzen, IRES-Sequenzen und Introns. 

Bevorzugte Leadersequenzen der vorliegenden Ezfindungen sind beispielsweise 
die nachfolgend aufgeftlhrten: 

15 Iffk-Leaden 

5^-ATQGAOACAGACACACTCCTGCTATGGGTACT 
AGGTTCCACTGGTGAC -3\ 

CDS-Leaden 
HQ S^ATGCCCATGGGGTCTCT^ 

GATGCTGGTCGCTTCCTGCCTCGGA-3", 

CD4-Leaden 

S^ATGAACCGGGGAGTCCCT^ 
25 GGCGCTCXTCCCAGCAGCCACTCAGGGA-3\ 

IL-2-Leader: 

S*-ATGTACAGGATGCAACTCCTGT(^^ 
TGTCACAAACAGT-3\ 

30 
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S '-TGAAACnXTTCTGCC 
TTCATTCCCCAAQGGCTCGCT-3 *, 

tanzer nativer IL-lS-Leaden 

5*-ATGTCITCATITr^ * 



1 anger nativer IL-lS-Leader: 

TACTTCTAAACAGl! , CATTT , rc 
CTGTTTCAGTGCAGGGCTTCCTAAAACAGAAGCC 

Did Koraponenten sind funktiondl veafcafipft wenn sie derart verbunden sind, 
15 dass unter dem Eirfluss der Transkriptionsregulati od die Sequenz(en) der bzw. 
des enthaltenen Gene bzw. Gens transkribiert vverden bzw. wirtL 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor* der mindestens cine erfin- 
dungsgemSfie Nukleinsaure enthalt 

20 

Vektoren im Sinne der vorliegenden Erfindung kfinnen Plasmide, Shuttle- 
Vektoren, Phagemide, Cosmide, adenovirals Vektoren, retroviral^ Vektoren, Ex- 
preasionsvektoren und gentherapentisch wirksame Vektoren sein, 

25 Expressionsvektoren im Sinne der vorliegenden Erfindung umfassen mindestens 
eine erfindnngsgemafle NukleinsSure, mindestens ein Translations-Initiations- 
Signal, ein T^slations-Teiminations-Signal und/oder ein Polyadenylisierungs- 
Signal 2 or Expression in Eukaryoten. 
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Kommeiziell erhSltliche Expressionsvektoren, insbesondere zur Expression in 
Saugetierzeilen, beispielsweise pKES (Fa. Clonteeh, Paid Alto, USA), pCI-nco 
Vektbr (Fa. Promega, Madison. USA), pCMV-Script (Fa. Stratagene, La Jolla, 
USA) und pCDNA Vektor (Fa. Invitrogen, Paisley. UK), sind zum Einbau der 
erflndirngsgemafien NS geeignet, 

Etflndungsgemafis gentherapeutisch wirksame Vektoren sind zum Beispiel Vi- 
rusvektoren, beispielsweise Adenovirus- Vektoren, retrovirale Vektoren Oder Vek- 
toren, die anf RepHkons von RNA Viren beruhen (lindemann et al., 1997, MoL 
Med. 3: 466-76; Springer et al., 1998, Mol. Cell. 2: 549-58; Khromykh, 2000. 
Cotr. ppini Mol. Tber.; 2: 555-69). 

Gentherapeutisch wirksame Vektoren lassen sich auch dadnrch erhalten, dass man 
die erfindungsgemaGen Nukleinsaure-Fragraente mit Liposomen komplexiert. Bei 
der Lipofektion werden kleine unilamellar Vesikel aus kationischen LipJden 
durch ' tJltraschailbehandlung der Liposomen suspension hergestellt. Die DNA 
wild ionisch auf der Oberflache der liposomen gebunden, und zwar in einem sol- 
chen Verhiltms, dass cine positive Nettoladung verbleibt und die Plasmid-DNA 
zu 100% von den liposomen komplexiert wird. Neben den Iipidmischungen 
DOTMA (l,2-dioIeyloxypropyl-3-trimemylainnMniumta undDPOE (diole- 
oxylphosphatidyj ethanolamin) warden inzwischen zahlreiche neue Lipidformiilie- 
rungen synmetisiert und auf ihre Tninafektionaeffizienz bed verscniedenen Zellli- 
nien getestet (Behr et al. 1989, Proc Nad. Acad. ScL USA 86: 6982-6986; Gao 
und Huang, 1991, Biochem. Biophys. Acta 1189, 195-203; Feigner et al. 1994, J. 
Biol. Chem. 269. 2550-2561). Beispiele der neuen Upidformulierungen sind 
DOTAP N-[H23-dioleoyMxy)propyl]-N,N,N^ 

oder DOGS (TRANSFECTAM; diocta-decylaraidoglycylspermm). HOfsstofTe, 
die den Transport von NuWdnsauren in die Zellen erhohen, kSnnen beispielswei- 
se Proteins oder Peptide, die an DNA gebunden sind oder synthetische Peptid- 
DNA-Molekaie, die den Transport der Nukleinsaure in den Kern der Zell errnog- 
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I, sefo (Schwartz et aL, 1999, Gene Therapy 6: 282; Branden et aL 1999, 
Nsstate Biatfechs. 17: 784). BBlfsstoffe umfassen auch Molekule, die die Freisei- 
zufig von Nukleinsauren in das Zytoplaama der Zelle ermogHchen (Planck et aL, 
1994, J* Biol; Chem. 269, 12918; Kichler et aL, 1997, Bioeonj. Chem. 8, 213) 
ojier^beispielsweise Uposomen (Uhlmann und Peimann, 1990, Chem. Rev. 90 k 
544).' 



Bin Gegenstand der Erfmdung ist eine Zelle, die mindestens eine erfindungsge- 
mafifr Nukldnsaure und/oder mindestens einen erfindungsgemafien Vektor ent- 

io bait ; 



Bavorzugt handek es sich bei dieser Zelle urn. eine Voriauferzelle, eine immortals 
sibrte Zello oder eine Stamrnzelle, insbesondere eine pluripotente oder multipoten- 
te;dcnbxyonale, ftttale, neonatale oder adulte StammzeUe. Derartige pluripotente 

15 ematyonald Stammzellen oder ZelUinien konnen aus der inneren Zellmasse von 
Blastozyten gewonnen wcrden (Robertson, Embryo-derived stem cell lines, in 
Teratdcarciiionias and embryonic stem cells: a practical approach, Robertson, edi- 
tor, IRL Press, Washington DC, 1987). Besonders bevorzugte Stammzellen, die 
aus kdultem Gewebe stamm&n, umf assen zJ3. ncurouale Stammzellen, Stammzel- 

20 leu -aus dem Knochentnark, mesenchymal Stammzellen, hMmatopoetische 
Stanimzellffl, epitheliale Stammzellen, Stammzellen aus dem Verdauungstakt 
und bakrus Stammzellen. 

BrfindflngsganSBe Zellen sind bdspielsweise Epithelzellen, Gefafizellen, Leber- 
2S zellen, Hexzzellcn, Hautzellen, Muskelzellen, Nervenzellen, Knochrnaitoellen, 
CHO-Zellen (Ovarzellen) und Zellen aus der Bauchspeicheldrilse, aus der Niere, 
aus dem Auge oder aus der Lunge. 

Die erfindungsgemSfie Zelle ist insbesondem eine Saugetierzelle, inklusive einer 
30 humanen Zelle. Diese Zelle kann beispielsweise aus einem Menschen, einer 
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jj^jaxis. ; einer Rarte, einem Meerschwednchen, einem. Kaninchen, einer Kuh* einer 
2lbge* einem Schaf, einem Pferd, einem Schwean, einem Hund, einer Katze oder 
einem Affen, vorzugs weise aua einem Menschen, stammen. 

5 Die fiifindungsgemafien Zellen kiSnnen auch znr Expression eines heterologcn 
Gens vejwendet werden. 

\ ! 

Vqr^ugsWeise liegt die erfindungsgemafie Zelle in Ponn einer ZeDIinie vor. Erne 
erfindangsgemafle Zefflinie kann hergestellt werden dutch Transfektion, Trans- 
ID formation oder Infektion einer Zelllinie rait einer erfindungsgemaflcn Nukleinsau- 
re feder einem erfindongsgcmaflen Vektor mit HOfe von Methoden^ die dem 
Pachmann geiaufig sind, beispielsweise Transfektion, Transfonnation, Elektropo- 
xaHori, MUaioinjekCion oder Infektion, 



Ein.weiteirer Gegenstand der Eiflndung ist eio Arzneimittel enthaltend mindestens 
ein erfindungsgemafies Fusionsprotein, mindestens eine exfindungegemaBe Nuk- 
leMsanre, mindestens einen erfrndungsgemafien Vektor und/oder mindestens eine 
erSndungsgemaBe Zelle und gegebenenfalls geeignete EGOfs- und/oder Zusatzstof- 



GeetgneteiBHfc- und/oder Zusatzstaffe, die beispielsweise der StabiHsierung oder 
Ecaikervieking des Aizneimitiels odearDiagnostikums dienen, sind demFachmann 
aUg^ein1*ekannt. Beispiele flir solche Hilfs- und/oder Zusatzstoffe sind physio- 
lo^iche Kochsaizlfisungen, Ringer-Dextrose, Dextrose, Ringer-Laktat. entmine- 
25 raKfliertes Wasser, Stabilisatoren, Antioxidantien, Komplexbildner, antimikrobiel- 

le Veibindungen, Proteinaseinhibiioren und/oder inerte Gase. 

. *• i i 

■ i ; • 

Das jsrfindungsgemaBe Arzneimittel kann z3. zur Prophylaxe, Therapie oder Di- 
agdbU von Erkrankungen dienen. Zu diesen Krankheiten general befcpielsweise: 
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rheumatischen Erfcrankungeh, beispaelsweise theumatische Arthritis, 

s Syndrom, SMcrodenna, DeEBaatomyositis, Polymyositis, Rehear* s 



Syno^ialoderBehceira Krankheit, 



: E>iab : i 



t: 



TypIoderTypIt f 



Autoiipmunei^^ der Schilddrttse, beispielsweise Morbus Basedow 

aeit, Hashimoto's Thyroiditis, 




AutonWunerkranungen des^entralen Nerv^nsystems, beispielsweise Multip- 
le Sklarose, 

. j [ * 

HanWkrankungen, beispielsweise Psoriasis, Neurodennitis, 
entzf&iotJehe Dannerioankungen* beispielsweise Morbus Crohn, 

f * r . 

Inxmun^tfirungserkrankungen, beispielsweise AIDS 

■ - ; : ; 

Transp^t^onsfolgeerkrankungen, beispielsweise TransplantatabstoBungsre- 
aktiokeaund 



Tumorakrankungcn. 



Die Verabiteichung des erfindungsgemaflen Axzndmittels erfolgt nach den dem 
Fachmann gelSufigen Methoden, beispielsweise intravenos, intraperitoneal* in- 
trapuskulaTp subkutan, intrakranial, intraorbital, intrakapsular, intraspinal, trans- 
muskular- topikal oder oiaL Weitera Methoden der Verabreichung sind beispiels- 
weise die srysteruische oder lokale Injektion, die Perfusion oder die ELathcter- 
baaiertD Verabreichung. 

i * * * 

Das erfinriimgsgemSBe Axzneimittel kann beispielsweise fa) otalen Daneichungs- 
form, wte z J3. Tabletten oder Kapseln, liber die Mucous-Membrao, 2.B. die NTase 
oder die MupdhSble, in Form von Sprays in die Lunge oder in Form von Disposi- 
torien '. Ulster die Haut implantiext, verabreicht werden. Trans-dermal- 
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5^kilfl&he Systems (TTS>; fiind zJS. aus EP 0 944 398-A1, EP 0 916 336-A1, 
: 3P 6 8&9i723-Al oder EP 0 S52K93-A1 bekannt 

bias AraiHmiltel team in den Otganismus eingebracht werdcn entweder nut Hilfe 
S sines ex t&w Ansatzes, bei dem, die Zellen aus dem Paiienten entfenit, genetisch 
modifiiiart, beispielsweise durch DNA-Transfektion t und danach erneut in den 
Patienten fcingcfiihrt wcrden oder mit EBlfe eines r» vfv^ Ansatzes, bei welchem 
ejpndimg^gemaGe g^ntherapeutisch wirksame Vektaren in den Rbrper des Patien- 



tln eingbbracht werden, als nackte DNA oder unter Verwendung von viralen oder 
njcht-viralfen erBndungsgemafien Vektoren oder erfindungsgemaBen Zellen. 



1: • |." 

Im' Stand der Technik isc bekannt,. dass die Dosierung von Arzneimitteln von meh- 
t«en Fakt^n abhSngt, beispielsweise von dera Korpergewicht dem genereJlen 
Graimdhri^azustancL dem Ausn^ifi der Kfirperoberflache, dem Alter des Patients 
sowie der Wechselwirkung mii anderen Medikamentcn. Eine Dosierung hangt 
d4nfalk ai; von der Art det Vei^breichung, Die Dosienmg 1st daher im Einzelfall 
fti| jeden Jjatienten vora Fachmann zu bestimmen. Die Verabreichung des Ars- 
nejmlttels i^in einma! oder mehrmals am Tag nnd liber mehnere Tage hinweg 
er&lgen, tij£ti dies ist vom Fachmann bestimmbar. 

it" !" 
i b !• 

Ein wdterer Gegenstand der Brfindung betrifft ein humanes oder tierisches oxgan- 
sparifisches Gewebe nnd/oder ' ein humanes oder tierisches Saugetierorgan, 
enthaltend [n 



^mindestens ein Fndonsprotein, mindestens eine Nukleinsaure 
ko(kererid : fifar das genannte Fusfonsprotein, mindestens einen Vektor enthaltend 
25 mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder mindestens eine ZeHe enthaltend 

genannte Nukledisaure und/oder mindestens einen genannten 
Vektor, wobfed das Fusionsprotdn eift WOdtyp-IL-lS und ein Fc-Ftagmenl enthalt 
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Bevorzii^ i J enthalt das Fusionsprotein des erfxndungsgemSBen humanen oder tieri- 



schen -oi| aiispezifischen Ge^ebes und/oder des eritadungsgemMfii 
bder tieri^hen SSugetierorgaoB ^ainexseits ein Wildtyp-BL-lS und ant 
humanes |c der murines IgGl, Hn humanes IgG2 7 ein murines IgG2a, ein murines 



I 

Ha 



manes 



en humanen 
andererscits ein 



^G2iv ^ humanes oder mujjres IgG3 oder ein humanes IgG4, bevorzugt ein 
gGl Oder ein mojrin^.IgG2a 4 insbesondere ein IgGl, besonders bevor- 
itigt kein murines IgG2b. 

' iii ' 



(jjder tierisches orgaus£ezifische$ Gewebe der vorhegenden Erfindung 
kknn heis^iei&weise Gewebe jobs der Bauchspeicheldriise^ einschlieBlich bei- 

spdelsweisd der Langerhanschen:iasekeUen, sowie Hetz-, Heizmuskel-, Nieren-, 

- ' H 



il 





er-> Lyngen-, MHz-, Knorpel-, Bander-, Retina-, Hornhaut-, Knochenmark-, 
mt-, Net^en- und/oder Muskelgewebe sein. 

il 

E|nnane oiler tierische Saugetiesnbrgane der voriiegenden Erfindung kSnnen zJ3. 
^ ^ * ^eicheldriise, das He&z, die Bauchspeicheldrttse, die Niere, die Leber, 
Milz, das Auge ukd/oder die Haut sein. 

'. • : 
r « 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein transgenes nicht-bumanes Sauge- 
tier, welch s mindestens ein Fusionsprotein, mindestens eine NukleinsSura, die 
fBr das gen|a?nte Fusionsprotein -kodiert, mindestens einen Vektor, der mindestens 
eine genannte Nukleinsiure enthSjt und/oder mindestens eine Zelle, die mindes- 
tens eine l gfenaunte Nukleinsioik kmd/oder mindestens einen genannten Vektor 
enlbSlt, wotjei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt 

! t r- 1 

Bejrbrzngt enthalt das Fusionsprotein des eifindungsgemafien transgenen nicht- 
humanen Saag^tiers einerseits e^Wildtyp-DL-15 und andererseits ein humanes 
oder murines; I^Gl, ein humanes IgG2, ein murines lgG2a, ein murines IgG2b, ein 
humanes odfp murines IgG3 oder ein humanes IgG4, bevorzugt ein humanes IgGl 
IgG2a, insbesorufcre ein IgGl, bcsonders bevomtgt kein muri- 

i 
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Inen eine gewebespezifisch erhfthte Expression 
flir die Analyse beispielsweise von Immunre- 
warden transgene Manse verwendet 



igsgemaBes wchk bimanes SSugetier isC beispielsweise eine Maus, 
4in Meer^weinchett, ein Kaninchen, eine Kuh, eine Zicge, ein Schaf, 



enjhaltejic* 
nannten** 
Fusionsprc 

eioes erm 



I eine Katze oder ein Affe. 

yUtere Ctegenstandefeer Erfindung sind die Verwendungen eines Fusi- 
! einer NuW^sanjij^odieread fur das genannte Fusionsprotein, eines 
[tend mindestensl a|ne genannte Nukleinsaure und/oder einer Zelle 
, w weder mindesteni .kne genannte NuWeinsSure cdet/und einen ge- 
iktor enthaltend mi j patens eine genannte NuMemsSure, wobei das 
ein Wildtyp-IL- 1 J r und ein Bc-Fragment enthalt, oder eines erfin- 
jfaprischen organspesifischen Gewebes und/oder 



ibn homanen odor 

;emafien humat ten oder tierischen Sangetieroigans: 
letting eines DL-15 ; |Umittelten zellulaxen Ereignisses, 
[ening der Interakti m eines IL-15 tmt seinem Rezeptor und/oder 
ikyiaxe und/oder 
Transplantati 




tie von Transplantationsfolgeedcrankungen* 
^stoBungsreaktionen, und/oder Autoimmuner- 



Gegenstand der Erfujjdung ist die Verwendung eines Fusionsproteins, 
25 einer Nykle| &aure kodierend fOEidas genannte Fusionsprotein, eines Vektots ent- 
haltend nii4iMtens eine genannte pukleinsSure und/oder einer Zelle enthaltend 
infajflestens e Ine genannte Nnklemsaure und/oder einen genannten Vektor, wobei 




Zelfen» diele: 




ifcin ein WildtypJ 
ILrlS-Rezeptor j 



15 and ein Fc-Eragment enthalt, zur Lyse von 
primieren. 
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*ein der erfindungsgcmSBen Verwendungen ei- 
andererseits ein humanes oder murines IgGI, ein 
din murines IgG2b, ein humanes oder murines 
[bevorzugt cin humanes IgQl oder ein murines 
onders bcvoizugt Jcein murines IgG2b. 

iungsgemSBen Verwendungen in bzw. bei einem 

j 

ier. Unter einem humanen Saugetier im Sinne der 
sch zu venstehen, unter einem tierischen Sau- 
Erfindung ist beispielsweise elne Maus, eine 
l jKaninehen, eine Kuh, eine 25ege» ein Schaf, ein 
e Katze oder ein Affe zu veistehetL 



vorliegenden Erfindung die Verwendung des 

jjbder tierischen organspezifischen Gewebes 

effindungsgemafien hi manen oder tierischen Saugetierorgans zur Trans- 
mh : tli*i B ; 

asches Saugetier. Bcvorzugt handelt es sich urn 

oder Xenolrsin bjantation. 



on ist die t)be jraguflg von lebendem Material, z.B. von Zellen, 

£! 

' Teil des Kdxpers auf einen anderen (autogene 



teu§&teri 



30 




ansplantatiouj) 
4sellschaft, Wei: 



jrganen, von 

odor von einei^ Individunm auf em anderes (allogene, syngene 
lein, J. S, (1991) Immunologic, 1. Auflage, 
S. 483) nach dem Fachmaxm allgemein be- 



'esraiffen. Bei der Transplantation in einen anderen Organismus wird 

■ . • 

iiation, bei dear i i Render und EmpfSnger dexselben Spezies ange- 
l^pietiseh vflllig o4 i |weitgehend identisch sind, 
"antadon, bei der j{ [ sender und Empf±nger deiselben Spezies ange~ 



iungenedsch! 



:entsindund 



! . 



! I 



10 X afa 



15 silhbidj - 
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regulatn 
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s formation. Die 
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I Expressionsve 
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iren auch 
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« Spender und Empfanger nicht derselben Spezies 
igenetisch vfillig different sind. 

; ist ein Verfahreh zur Herstellung eines erfin- 
i die f olgenden Schritte enthait: 
jerfindungsgemaflen NukleinsSure und/oder mla- 
i Vektors in erne Zelle, und 
3 tor geeigneten Beditigungen. 
i 

|[NukleinsSuren, Vektaren und Genen, beispiels- 
oder Transfektions-lVlaitergenen, in Zellen 
| und umfassen die nach dem Stand der Technik 
Elektroporation, Injektion, Transfektion 
ferfahren sind insbesondeie bevorzugt, wenn es 

tfukleins&uren, insbesondere DNA, handelt 

; i 

[^Expression der NukleinsSure kSimen beispiels- 
i, bdspiekweise durch vorangehend genannte 
Elements beispielswedse Promotoren oder 
geschaffen warden. Im allgemeincn enthalten 
t die jeweilige Zelle bzw. das jeweils zu 
totoren. 

die konstitutive Expression in Eukaryonten 
:e von der RNA-Polymerase n exkannt warden, 
ive Expression in alien Zell- und Gewebety- 
pGk (Pbosphoglycera(ldnase)-Promotor % der 
, der TK (Jhyrnidinkinase>Prottiotor, der 
\ der SV40 (Simian Vkus)-Promotar, 
tor and der pUB (UMquitm)-fcroinotor. 
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die zell- tew. gewebespezifische Expression 
I Promo toren oder Aktivatorsequenzen axis Pro- 
i Genen, die fttjr Proteine kodieren, die nor in 

wenden. Derartige Promotoren der sind bei- 

i 

>r fUr Beta-Zelle$ dcs Panfareas, der Sox-2- 
Albuminpromotar fur Leberzellen, der Myosin- 
[en, der VE-Cadherin-Prorootor flir Endo- 
fffurEpithclzellen; 

» 

.i 

Elemente, die eine regulierbaie Expression in 
RU486 induzietbare Promotoren und der Tetra- 
einem entsprechenden Repressor (Gossen M. 



' regulative Nukleotidsequenzen, die Expressi- 
bhangig beeinflusscn, gesteuert werdecu HIerzu 
Leadeisequenzen, Polyadenylierungs- 



^dung ist ein m vi/ra-Verf ahren zur Herstellung 
Oder tierischen organspezifischen Gewebes 
humanen oder tierischen Saugetierorgans, 

Stammzelle, eine VorlSuferzelle und/oder eine 
oder tierischen organspezifischen Gewebes 
ien SSugetierorgans zum ein en nrindestens 
Fusionsprotein und/oder mindestens einen 
genannte NuHemsSure, wobei das Fusionspro- 
it en thai t, und zum andexttn mindestens 
jfckergen* * 
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[Schritt a,, 
:n Zelle aus Schritt b. und 



If 



sugten Ausf 
Verfa 
iten Transfekti? 
Stransfektieite 

^dingungen fiir 

vem Wachstur 

i 

t| geschaffen wen 



Zelle aus Schritt jc. in mindestens em humanes 
s Gewebe und/oder in roindescena ein humanes 



toxin wt& in dem vorangeheud beschriebenen 
iach, vor oder gleidbzeitig mit Schritt a. mindes- 
-Markergen emgebracht und nacb Schritt a. vor* 
aus Schritt a. selekjtionierL 

ferenzierang der Zellen konnen beispielsweise 
welche die! gewilnschte ZeUdifferenzie- 



' Iff J I 

m $ind zahlreicil jVerfahren zur Selpktionierung von Zellen be- 



] r I: 



1 .... 
un er dean 



E>irch 



der 



der diff< 
[Verfahren be 1 

i : 

^ beispielsweise 
odor nach 
kgneten Bedin 
ispidsweise 
te dnes Prom 



;sion des 
fQr das Antibiol 
der Zellen 



I. 



it dem < 



Zellen von anderen Zellen enthalt das erfin- 
ein positives Selektionsschema. IBerbei wd 
Gen, welches eine Antibiotika-Resistenz iiber- 
Diffca^izierungsschritt in Zelle eingebracht 
zur Expression gebracht Derarrige Bedingun- 
dass die Expression des Markergens 
steht, der nur in jien gewunschten Zellen ak- 

i 
i 

iis wixd den erfolgreich differenzierten Zellen 
i ubertragen. Die der Differenzierung nacbfol- 
ber beispielsweise: leicht durch Inkonlakthrin- 
iden Antibiotikum erfolgen. Zellen, wdche die 
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< fe Anribiotilca-Re 
Zellen iit 
spiekweise 
eifolgen. 

jerfindungsgeDag 
das bzw. die 
iflkum-Resistenzi 
zu den 
nor 
enthalten. 

ein zweites 
lien, in denen i 
jlchrija: a. des Ve 
iese doppelte St 
big ieine Zellpc 

Selektionie 
id Ttansfektions-I 
ine verwendet, J 
SfelsWeise Antibio 
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mhmg verwendeit 
^ undPuromycm 



^70 



22- 



jtenz nicht enthalten, sterben ab> so class Iediglich 
sen. Das fakontaktoringen im Sinne diescr Erfin- 
jZugabe der Wirksubstanzen in das Nahrmedium 



rAnribiotikum wird ein Antibio tikum verstanden, 
jerfindungsgemiiSe iSelektionskassette verwende- 
e) eine Resistenz eraeugt/enu Nach Hinzuf&gen 
Stammzellenjabedeben und differenzieren 
Stammzellen, die den Reporter-Gen- 



rgen in 'die Zellen dngebracht, wodurch eine 
I Einbringen der NtddemsSure und/oder des Vek- 
erfolgreich v^riief, vorgenoimnen werden 
ion i&t e3 *mfiglich,Jeine ca. 90%ig, vorzugswei- 

ion der gewunschten Zellen zu erbalten. 

! 

i 

kSnnen beispfelsweise Diff erenzierungs- 
rkergene verwendet werden. Als solche werden 
eine Rcsistenz gegen bestimmte toxische Sub- 
vermitteln, verwendet. Die haufigsten in die- 
AntibiotQca sind Neomycin, Hygromyrin (hph), 
>• ■ I 



znif;]|:eletoQQMertmg dijgnete Gene, insbe|sondeie zur Selektion von 

Gene, die die Explosion von Obcrfiachenmo- 
z-B. GPP* regiilieren, mit deren Hilfe die 
orticmng aufgercinigt werden konnen. Weite- 
Enzymaktivitat kodieten, die rinen Vorlaufer 
ig" in eine toxisqha Substanz umwandeln. In 



T nd'beispiel$w< 
|n Fhioreszi 
1 Zellen fiber 
Gfene, die fiir 



%tj£ubstanz,sog. 
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deletion erfolgen, dLh,, es fibedeben nur die Zel- 
;de jjt. Jem'jGen vorgesciffiteten iWiotor nicl^t exprimieren- 
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eine Nef 



dcrj 



ltndupgs^i^Beii transgendi; 
wihilt: : 1 
upgeh in* mindestenslt 
eimmortalis 
eine Nutdeii 
emeu Veklor 




its mindestens < 

render transfel 

dear nach Sc 

itier-BlastozjjJ 

dor BIasto2yte ; ] 

. sd| ! isisi : i|f angere, SSugety 

j ^ — ag des sich 
«. i 
lenSaugetiersJ 




E>ie V^fahtf ap zum Einbringe 
spa Lipveise durch Injc 
F. iidlicy,R, Alabl 



ejrung eines trans§ 
lgen» dass gee 
iertwircUaJS. 
itmctase Chain 
' Or die erfindune 




idling ist ein Verfahren zur Erzeugung eines er- 
trt-hun?anen S3 igetieres, welches folgende 

t 

Oocyte, eine StsWnzeDe, eine VorUUiferzeUe 



.Zelle eines nicht-humanen Saugetieres einerseits 



a, kodiebnd flir 
Itend niindestens 



ein Fusiousprotein imd/oder 
cine genannte Nuldeinsaure, 
|WiIdtyp-IL-15 undldn Fc-Eragment enthait, und 
gnetes Tranafektibns-Markergm, 
in Zelle gus Schritt a., 

>. selektierten Zelle in mindestens eine nicht- 



Schritt c. in eine nicht-humane, vorzugsweise 
legemutterund j 

| genannter Blastozyte entwickelten transgenen 

i 



bn Blastozyten sind 



dem Fachmann bekannt. Es 



on erfolgen (Hogah, B., Beddmgton, R., Can- 
ary Manual (1994), Cold Spring Harbor Labo- 



i nicht-humanen Spugetiers kann beispiekwei- 
sche DNA axis dem transgenen nicht-humanen 
l Schwanz einer Maus. In einer nachfolgen- 
ion) wocden Primer veiwendet, die spezifisch 
Nukleinsaurej ericennen. Eine Integration 
nachgewiesen warden. 

It i 
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Moglichkeit ddr 
£ | genbmische DK 

grin sind, dete 
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unmortalisiertJn 

i 

voittransgenen 
US 4,7^866; USj, . 
hp cannt und umfasse 
' " erffndungsgetnSfli 
icier fijber die 
j- enseugt werdenj 
igeanic Animal Prodi 
aimal iechaclosp A Laborioi 
^oudie L!l97,;Harwood 
>:oefe<|inaaii : Genie Transfer 



994, 

^ : « rt » IfjN, JupnajlMonastersKy: 

qUes "** Appjicad^ns, Seite lj77|20 in Mnkert, 199 1 sup7a). 



25 Kahn 



30 



ipr4 jWood: Retrovirp^ Mated Gene Trahsfer, Seite 147-176 in Pin- 

3ene Transfer Teclnology: Alternative Techni- 



3P i 

I We HfiteteKng eanes erfindimj 



ErpnxiHSus ( brkehi) eines niiji 

H : ; i 

^aUieiaie \erfahien zur Hers 
tm isgfi&n to ausen, sind dem Fj 
0II3285I, m 196 25 049, .TO 



itifiaening leann nrittek Southern Blot erfolgen. 

eine Membranjflberttagen und mittels DNA- 
mariderte DNA-Sonden, die spezifisch fur das 



erfmdungsgemaBffli transgenen nicftt-humanen 
nieht-humaneniStammzelle, Oocyte, Vorlau- 
le zu einem transgenen nicht-humanen Tier, 
sen sind dem FacKmann aus derDE 196 25 049 
U22; US 5,6981765; US 5,583,278 und US 
[transgene Tiete, die beispielsweise durch ditekte 
Expiessipsvektoren in Embryonen oder Sper- 
ion von Expressionsvektoren in emhryonale 
(Polijes und Pmkert: DNA Mikroinjection 
1, Seite 15-68 in Pinkert, 1994; Transgenic A- 
Handbook, Academic Press, San Diego, USA; 
lie Publishers, Amsterdam, The Netherlands; 
'onic.Stem Ceils, Seite 115-146 in Pinkert, 



US, 5,750,825 



anafien transgenen nicht-humanen SSngetiets 
ciner erfindungsgemafien Nukleinsaure in den 
tumanen SSugetiersI erfolgen. 

ng von transgenen Tieren, insbesondere von 
aann ebenfalls u.elj aus der WO 98/36052, WO 
^736,866. US 5,625,122, US 5,698,765, US 
at und .umfassea transgene Tiere, die bei- 
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ii 



in von erfindungsgpmaflen Vektoren in Embryo- 
die T^sfdktioh von Vektoren oder NuWep- 
eizeugt werden kfinnen (Polites und PJnkert, 
la) technology, A Laboratory Handbook, Aca- 
bis 68; Doetsciman, in Pinkert, 1994, supra, 



ndling betrifft ein nach voiangehend beschrietfc- 
igfes transg snes nicht-humanes S&ugetter 



handelt ejs sich beji der Stammzelle, welche in 



in vffroAterfahien zur Herstellung eines er- 
tierischen organsp arifischen Gewebes und/oder 



oder tferischen 



i on. I 



25 MB 



irrasg^Aen ; d chl^cmianen 
(Swedes 



Saugetierorgans und in dem 



unji(0ddr: eines Saug 

I.: 



erfindungsgemaBe l transgenen tucht-humanen 
: pluripotente ocjer muWpotente embiyonale, 



ist die Venvendung eines erfindungsgen&aflen 
ewinnung. einer Zelle, eines organspezifisdien 
flJr die Allcp- und/oder Xenotransplanta- 



c i s-Veffahn 



der Zelltraoisplantation kajin diese tjeispielswfeise mtttels eines finplantati 



oder mittels e ine j'K^theter Jnjekti 



LI 



jimSinne der 

ft 



30 gpiannten Zpje* Gewebes und/i 




ide durch die Blatge- 



rliegenden Bfindung ist die Entnahme der/des 
Organs aus dem Qrganismns eines etfin- 
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i 
I - 

lunasfeeinl^cn transgenen nidjii 
Ejjitnahme sinli 

ciii Gegenstand dor 

ttar sgen<*n nicht-hunitoi 

!'i ..I 
>u j^ganspezifjsc 

jt tKrischen SSu 

Ativan WiB&totfen und/ode : 

b' 

I Sne ^|khe lyletKpde kSnnte 
I rfiriiiLig || f ciine 96-welI 

B end Mttel|; ^llzahlbescimnttii i 

i *n ii ft. 

bin T<j| <ter|aile^bewirict h 



tuman^riSaugetiejs zu verstehen- Enteprechende 



iFachmimaal 



i gel&ufig. 



apakblogisch akx vc 



if ijen pharmak bio 
sind all 

H 

Substanzgemu cli 

:oic&schen h& y, 

Inejjorgane odbr 

^ r rctiera ausQben 
F 1* If 
#isclj| Sul ^jtam^n konnen 

0( Vezbindungen| 

* ^tten$fen von Ni 



docn b ii 
Gawebk ei 





5 



>logp ch if^ve Wirlcs to 
auf: 



MP 



I 

&duag Jst die Vehvendung eines erfindungsge- 
■ Saugetiers, einesfl erfindungsgemafien homanen 
Gewebes und/oner eines erfindungsgemMcn 
organs zum Aumnden von phannakologisph 
Lldentiflzierung von toxischen Subsranzen. 

. I 1 

^Bei6pid|tkirin bestehen, Zellen der vorliegenden 
utitea^PIatie auszi isSen, dann cine zu untereu- 
bder toxische Substanz zuzugeben und anschlip- 
j!zu analysieren, ob die Substanz eAnen vermehp- 



;h aktiver Wirkstjoff und toxische Substanz im 
Molckule, Verbinaungen und/oder Zusammen- 
:zu vetstehen, die nnter geeigneten Bedingungen 
ten Enflnss iuf einzelne Zellen, einzelnie 
:n gesani|en Ox^ganismus elites tierischen cdct 
igfxchc phflrnaakologisch akdve Wfakstoffe und 
;he chemische (oiganische oder anorganische) 
lem^Suitn oder Analoga von NukleinsSureii, 
saunen, Peptide, Broteine oder Komplexe ttnd 



sein. .r^eispiele [sii& oiganische Molekfile, die aus Substanz- 
^ainmen und di^ ajjihie phapnakolog^die bzw. toxische Aktivitat 
|weirden- 



^ind beispidswdse Wirkstofife, die Einfluss 
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tebensf3higkeit von Zcllen, 

J. Insulin von Bejta-Zellen des Pankreas, Do-j 



und/oder 
Zellen. j 

j 

[brganismus einss 

l 

beifipielsweise 




I 

chen oderhumanen SSii- 



(axis? le Sm wstan; en sind bei 9piilsweise Wir 
Zeljlen ijjajsh bestimmten SpgfW^f beispielswe 



das N6i 

di^ Stof Mechsfel aktivitale 1 1 >j 



iStress, zur Apoptose anre- 



te s 



Figure* 

I?|fClgii 
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D ie id| idfiMrten phannakol \ 
lSxmen gc^benenfalls 
1 fid/odor RiifUtoffea 2ur 



ose*j Prophyla 



Di 

gen und/oder Aatoi 
ifefrgefiiut \ s rvveni let werdenl 



e sic 



^d^{Figixma and B< 
kdoch zu 



bund/od^ 



iflussen- 



aktiverr Wixkstofre und toxischen Substanzen 
j! F : 

aderiizusammm mit geeigneten Zusatz- 

ig eineJ'Diagnoslkams oder eines Arzneimii- 

/oder TTJierapie ion Transplaiitaticmsfolgcer- 

lerio-ankuhgen, wjp vorangehend beispielhaft 

i 

r 

i: 



; sollen #ie vi 




Erfinduug verdeutli- 
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sroe A jbildune 

e Abbildung der . i minosanrcsequenz 1 



Abbildung < 



ipg. ^aisieine A| 
] fig. 2b ist liilie Abbildung < 
fig- 2c ist Me Abbildung < 
ja ist tie Abbildung* 
bist Me Abbildung* 
[ig.4jist eiLI Abkdung 

* || f 

g. 5 ist cihq Abtiildung der 
$ig. 6a ist c me Abbildung 
E ig. ist ©Lrie Abbildung der 



|Eig.7jistei 
fig. 8a ist 
Efg-Sbist 



AbbWung der Nt J leinsaureipquenz 



Abjbildiing deijX ) kldnsmiresequenz : auriner IgK-Leader, 




: Abbildung dsth 
t Abbildung del its 



g. 9b ist e&nEe Abbildung i 
I !r!5-{jeadc 



Abbildung de$h 



!einsaar©seqacn2 humaner CD5-Leader, 
eins'durejseqnenz mimaner CD4-Leader 4 
eins2uiesequen2 humaner IL-2-Leader, 
Abbildung deifiN^emsauresequeiiz hnmaner MCP-Leader, 



ikldnsSur^sequeM 



g. 9<j ist lie Abjbildung der i I ikleins2uifesequenz 



lOfist erne Abbildung derjNi ] demsaure^sequeiiz I jk8, 
lljist eifie Abbildung dcr|Ntt|leinsaur^equen2: 149-Fc, 




des kurzen nativen humaneh 



des langen nativen humaneh 



25 12 ist cjrfe Abjbildung dar it iibierend$b bzw. p rafiferationsfordemden Wir- 



cdlichfir ProteiiJ-i: msi 
cti. 



stehtffirJ 
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trakte auf die H -15 vennittelte Proliferation 



ilgGl tod 

i 

i* 




steht fur murines IgG2a- : 
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.Li 



Enzymq, etc. wui den, wenn niche anders ver-; 
BRlkife Tec|Miologies) f Paisley, UK> be- : 



\ 



(Boston, USAp wuide ein Plasmid eihaltek 
Pai^y, UK) &ie cDNA eines Pusionspio^- 

Die|kision vin IL-15 mit dem Fc-Teii ejf- 
wodtircb am ubergang eine zus'dtzliche A- 



?; 



149 uiid 156 (ditspricht den Positionen lOjl 



Isequeui) zwei G 



utaminreste zu Aspattat mu- 



Protein? an die Mpha-IJnterei*heit des IL-15 
die ffipalti^sliuktioii tlber die beta- mid 
Vom faumanen ILrlS war die native, wetrig 
worden und entspmchend die tnmlderte cDNA 
Xbal in den psixagA-Vektar kloniert wor- 
;gende ilg-kappa|Leader als Sekretions&ignai 
dem ixn Plasmid vediegenden Ig-kappa-Leader 
lagen klonienm ^bedingt 10 znsStzliche A^ 
ten undiinn moglicherweise die Sekretion des 
kappa-Leader gegen Signakequenzen ver- 



:cht Djabei kam i 
.41 



susatzlichien 



ii 



neben dem urspriinglichen 
entfernt wnnden, al- 
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ernativ dilj .cadersequenze i 
pert word. 




iO 




hwmausfn IL-2, Ucp-1, CD4 und CDS einkL 
■ r 



IS 




derSigni 
itimgdes ATgIsi 
|IL-IiS-Seguenz|ili 

weitere BglH- 

•i r , 

Velptor pSecTfe 

|0x Puffer 2, 26M 

2hjbei 37°C)| 



urdd 'tlber can 



20 



1 1 (R3eno| 
s|hnittsten. 
aiifgetcagen 
ai s denj G 
7, 5 /£] davo; 
1 [d T4-Iig| 
sansatzes 
ntiLaJoIIa, 



reibdrg) von Enjyj t 
[-Cof&.Et,Qiai;ei, : 



uenz fiber; eine sWulare Nhel-Schnittstelle, wel- 



tcodons dju- LeadJsequenz liegt, und cine im 
paufc Bglh-Schnittstelle erfolgen sollte, wurjie 
dttsteUe a^s dem Vektor pSecTagA entfernt. Da- 
ohne Insert mit Bg\n geschnitten CAnsatz: 9 fig 
Vasscr ' 4 J* BgHI *40 Units) in insgesamt 40 J, 



25 



In 



• tiich den An 



das so e( 




PI ismids: IgJ 
4ij 



sp jilngliche 



SchniteiMen 4el und X ft j viedcr einklonierL 



I: 

itancfene Plasmjii 
fLeader+ 1 



kapjpa Leader 



harmacia, S400 ^crospin^aule (Ameisham- 
und Puffer gereinjgt. 40 pi des Ansatzes wii- 
•aq-Core-yit, Qiagin. Hilden), 2 /tl dNTTPs (1|0 

2 ^ W£ 4 crundl A*U4Units)DNAPolyme4- 
i*agiaent) v*^ und fur 1 h bei ire inkubiert um die Bgm- 

^en.An* ^dv^dasPlWdauf dn 1% AgaTOSeg il 
'If. T *"* I P ^ ^ ^° ncert ^-Gd-E^on Systems 
FT Hl*^* 2 - If 0 Ml Wasscr aufgenonunen. 

V4^I5a 



T ^ SCS W\ ***** * If 0 Ad Wasscr aufgenommen. 
'urd^ _ | ^ 7>5 ^ W> J ^ 5x T4-Ugase-Puffer und 
im fur ih bM|aumtemp^atur ligitrt. Die HaKte des Iigatiori- 
des Hostellers in E .coli XL1 Blue (Stratagfr 



}rorde das;gesamte 
! watzKcheAminosai 



Insert des oben genanmten 
Jren-mutIL.i5-inIgG2a Ober 



0 AminosSuren + 



I Anschliefiend wurde der 
S--IL-15 Teil Qber eineri 



ur- 
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chnitt entfemt iiij durch eine OKgonukleotidldoiiierung dutch die 
Signalseque iz I \ ersetzt . 



Joni aiung des T#8-1B ppa-Leadfirs 



m int lav tete wie fd|gi i 



finziges OJ feonukleotid abgf 



9 i°C and I 



ii 



wurden jewi rijU S yd der S'-w d 
P*ffer + S/jj 



- | Jtomplementaie 
Biotech (Etoerabetg) bezq 
t igen Oliglmikleptide wurd| 
I Jonieren iJI J - 
I fie Oligon 
C Iigos in ftifr^m 
I ilymjkleo 
q limolare 



mitt des mil 



den 



He e atspnech 
eotjjde wurden 

20 fil 
kinase (10 U) 
igen vanjeweilSs 



Okgodhnen Ijnit 
eliiert;und |t 
djf an in die 
O igodimer, 
1 

dik Transfo 
su Hers) ein 




SeBUeirepn H 



;sames A 1 



£<JhlieBend ^rde der Ligatiojis^sata 
Ifflfe des 
Endvolnmen 
onioning eing 



AtlS^T^-Iig; 

ase (1 U)fc. 
ationl von Exol 
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5'-NheMseader-IL|15-3' nrit einer Bgin Schn&t- 
Da dieses Fragment zu lang war, urn dutch t in 
kt zu warden, wurden zwei iiberlappende Oligas 
ige (msgesamt 4 bligonukleotide)' bei MWfl- 
luenz der Oligonucleotide s.uO- IMe einzelstiSh- 
1 > gewahlt^idass berkts ttbeihangende Enden zujtn 
Restriktionssdinittstellen (Nhel, BgUI) vorlagen. 
5hst phcfephotylieart Dazu wurden 10 /ig jed^s 
mit 2 fd 10x Forward-Puffer und 1 fil 

h bei 37*C inkubiert. Anschliefiend wurden &- 

J 



is tang- undjGegenstmng-Oligo dutch Erhitzen a$f 
i of Raumt^mperatUE anneal t. Vor dem Kkrniercjn 
wurden die doj|p^Jii^gigen|OUgonuieotide fiber Nacht ligiert. Es 
doppidsfrangigertOIigos + 4 pi Sx T4-Iigase- 
Wasjser + 1 /tl|r4|Ligase (1 U) fiber Nacht bei 4°C inkubiert Aij- 



auf einem 2 33jj Agarosegel aufgetomnt un4 

Rapid-Gel-Extraction Systems aus dem G61 

a * 

40 pi aufgenommen. Die Oligodimere wurden 
f\ t Es wurde fiber Nacht bei 12°C ligiert (10 
-I ; ffer, 4 passer, J pi NhelZBgUI geschnittenes 
i 3nanem20^1-Iigationsansat2 wurden S/dii 
•3: LlO-Gold (Steatagene, nach Anleitung des Heri 
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fwd 



:emeftlkf Ig-iappa rev: 



iplpmerltj r 



ctgggtgaat&tataagtgatttgaaad 



JL-IS 




TTC£ 



$igui id ligation 
pa-ILeader-H-lp-: 



lCC^TG<^GAC5W5iCACACTCCTGCTJ .TGGGTACTGCTQCTCTGGfl 
:CACTGGTGAC5AAi:TGG GT(3 j^TGTAATAAGTGATTTGAAAAAAA'iP 



20 3r-GGTGGfl 





bt sich das folgende Fragment: 



:-3^miE der Sequenz (doppelstrSngig) 



IGCATACCCATGACGACGAGAXXrCAAGQ 

iCTTACATTATTC ACTAAACTTTTTTTAACTT 



cheb: Schnitts] ellaa NehlH bzw. BglH ; fett gedruckt Ig-kappa- ! 

1 : 

•i* i 

Di p firfaaltenM KI$i ic wurdcnip ' er Mmiprep (QlAa aip DNA Mini Kit, Qiagen 

hin untersucht. Daau wurde ein Dreifachverdau 
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yme, die direkt den eingesetzten Leader wie< er 
m$£t 3' des Fc-Teak).iurchgefahrt 

iiber den Qiagen -Endoftee-Maxi-Kit nach djen 
und bei 0ATC (E lonstanz) sequenziert Das Jso 
101/10^mIgG2j mit bemiiiigtein IgJcq^ 

> Ig-kapp^-KonstruJct wurde auch fur die anderen 



img der K<Wt ukte: WT^Pc mid Itt9-Pc: 



toAnen Plaamid Igk8 
d-Prfeiers mit.fBgill-Scbiutt&teile 



Ah Tempi^ 
15(10ll 10 
C "aq-dore-i 
pind HBgh 



murip Fc-Pla 
QiAgen) und 1,5 



J. 




0 die Eu zelmutanten herg< 



die PCR-; Reaction wurflen pro 



sowie jeweils 25 



rj Bed 



IB-Puffer auf; 



mittels PCR nut K&l^e 
5'-Ende (IL-15fw3.I: 5f- 
-Reverse-Piimer (WT: sk- 
•30. C149: 5'- gggate|- 



pJ-Ansatz 10 ng mutlljr 
Imole Primer, 0,5 Ml dNTBs 



d lOx PCk-Puffer, 0,9 U Tail Polymerase (Eaj- 



ystem, tOocfa s, Mannheim) einf 



!e tzt. Die DNA wurde in 30 
ten BedingungeVi: 45 Seknnden Denatdrierung bei 95°C, 60 Scfaiij- 
°C m i 4 > Sekundep Synthele bei 72°C amplifiziert, asj- 
iri. Agarose-^ fel ; ufgereinigt, die PCR-Bande aus dem Gel eluiejjt 



gareinigt AM deni 



ebpnfaljs 
H>l5-ljeil 
plismide 1 



einsn Doppeli 'ere au BglH/BamHI ausgeschnitten und dutch den 



Eir zelmutadQ i o 



Plasmid 



gjtil 



25 fd deslAnsatzes warden nut 3 f4 



?at "er 3pmd jj [weils 15 W B unHI and : Bgin versetzt und fOr 1 Siunde bei 
°C inkubiM. Die DNA wuiie Iber eine Pharmacia Microspin 5400 SSule auf r 



ler Wildtyp 



dUDCh Sequenzien ng verifiziert 



wurde der HLrlsjAnteil mit Doppelmutatioi 




ersetzt Die Mentitat der 



TtOTOJBfk 



33*| 

I 



8699S0Z TIZ'et+ XVJ SflUT OH Z0 



10 



15 



25 



30 



Beispiel 5: 
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Plattej 60 

iciden Loi 



ir 



S fferefea Jung von \ W rin; 



Durch taulkentef "Transfek^on 



ngerj 
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von HEK293-Zell<m (ATCC, Manassas, USA) 
frot|frie der Eja^butanten hergestdlt: Dazu wurden pro 150c: n* 

Medium- und 30 fig Plasm; d- 
149-Fcj eb Walls in 2 ml Optfc nam 1 -Medium verditant. I ie 
warden gi ani cht und 30 iuin b si Raumtemperatur inkubiert. 



d wbrde gesadfme t* fiber einen Falte^ filter (Schleicher und Schtijl. 
eri tisp die graven £ellbestaitdteile zu entfemen, dann fiber einen 2 



C^nomaroi 
Tien. 




^nsd|lieB^ wume das D] IA/ Jposomen-Gemisci anf su ca. 80% konfluente 
!L-29$-J , Iatten its Zdlkiiltunnedium (Jiulbecco's MEM+Glutaira3:+ 
| Pei^Strep) ge, ;eb< n, Nach einem Taj wurde ein Medium wech£ el 
Mltur^Medium! OBiowhittafcer, Venders, Belgien) durcbgefiihrt und 
das Zjdlkiiltiin^ edi im fur 4 Tage auf < ien Zellen belassen. Der Zel 1- 



iSOcrp 2 B 

io%pbs+i 

gpgenjUItri 

•!" • 
anschfiefict 

Isulturtlt 
Dassej) ge 

fjnv-Bottle 4j p-Fijtei (Nalget e-> line, Wiesbaden) sierilfiltriert und das ILrlS-F > 
els Aufianijung Qber Protein -A-Sepharose isoliert. Da2u 

tfurden pro 
jjp 8,5, 13 



hut! JCEjtand 0>4 ml in Waschpnffer (20 mM TWs/Htk 
| nM ifelaCJ) geqt oik ne Protein A-Seph; arose (Amersham-Phaimad^ 
50% vjv in H asch jpffer) zug ige jen und der Ansatz bei 4*C fiber Nacht in einem 
20 tiberia>pfec|| ttler .geschflttei . l ie PrateinA-Sepharose wurde in einer leere^i 
lie^faule aufgfan^en und mit mindbstens ISO ml Wascbpuflfer 
[as E&kein wun e ym der SSule mit C,l M Glydn pH 2,5 in 1 ml 
id sofoi^jiii 60 /d 1M Tris/H<3, pH 9,5 neutialisieit. Dab 
Pjroteinj w)i h geeen PBS-Baffiir dialysiert und si erilfiltriert. hn BCA-Assal 

njjfttels Sflbjpel ijjd Westei r> |1 lot (Erst^ntfkfepei: monoldonaler Mans anti- 
hianan IU ji BD ; jBiosciencj s |l hanningen, San Dego USA, ZweitantikSipei : 
iHpD-Goat a || ? Ma Diancn a,:I tamburg) Rcinheit and Hentitat ObexprOft. An 
scilieBend v|xde ! lie Funktif nal Itat des Proteins Jii Prolifearionsassay miter 
sucht ! 



Fral^iaaen (Jiiertlwad sofortimif 



'i 



if 

r 

j 
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S6S9S02 TTZ 6^+ IVJ 83 0W 20. 0T/^T 



JO 



15 



20 



25 



d p purine cytotoxische 



Ptolirera ionsassays warden 




3S- 



T-Zcllen, derail ProUfeiutf in 



oder ILjj2 f ,is i und die daher als|tadikatoren fUr die proliferaS- 
ig aktag anistischer Proteine dienen kfinnen. Die Zell sn 
^-Idjtert, das aus RPMIL<S40~Medium 4- 10% hitzein- 
(FCS) +• 1% Pen/ Strep + 20% Rat T-Stim with 
wire, Bedford, USA], einem Gernisch verschiedD- 



die Zellen von restlichen, for 



tEA)ineir 
tibn (zfej i: 

Ztir B( 

nfuen H>). 

*-* , 
sdhrieben 



chstumsfaktoren b bfreit, indem sie zweitnal n it 
HL09&FCS+l&Pen/ Strep) gewaschen und dai n 
len wurden. Dazii wurden die Zellen bei 349g 
stand wurde verwa fen und das Pellet wieder i 
Der Zentrifugatioi isschritt wurde wiederholt. 

96 well-Flatten uid es wurden pro well ISO/! 

itzt FOr die I fegfttivkontrolle erhielten die 
\ ohne zusSlzliche ifaktoren. Die Positivkontrol^e 

humanes IL-15 
I Proliferation der I 

\ und Positivkontro^ie wurden jeweils in 6-fachj- 




Systems, Mhmeapoli^ 
Men zulassenden Kcmzentr^- 



die Zellen wie 



bierenden Wiriamg der oben genannten 



fiir die Positivkontrolle be- 



15 versetzt und ed id ten zusStzlich 



Protein cfcr 
tiiin 2i% 



0,25 m& «U 

1 

J 



intante |bl/t08 ausgehend von Igk8, des Wildtyp 
utajate <jl49-Fc). E$ wurde i labd als hSchste Ka\ 
P"|lpeJl jemgesetzt ond fcyeiter jeweils 1:2 ^ r erdiinntmgen (1 /ig, 0,5 p 
J$c*). Zur K^npolle wurden in dejiselben Konzentrarionen 




TDJBO 
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86S9S02 TTZ 8*+ XVd 63 OH 20. 0X/VT 



10 



15 



20 



blgegdpn 
(I 



i ion i 




Prot 



. .ne&nicht-m 
ZeMinsfi iuli cren 



j inrell lydrvy x idteglftisi 
||l;ei(|: Ic 
agenUAll 
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and ahschl e 
Kits <jLeh| 

dp Mjschu ij ; 



Eigebn sjist i; 



nein>ibic|$nde 



JJ.LTJL 

'ic 



4S 



dngesetzt als unspezrfiseher Antikorper wunde 
iences P^anr ingen, San Diego, 1 ISA) eingesetzt, zudam wax de 
jCytokin-Anteil enthalt and somit die Prtdife a- 
sowie CTLA4-Fc < angesetzt, ebenfaUs ein strt k- 
itejiiL, das jedoch die Proliferation nicht beemflusssn 
laimt^jlPipieinc wurden bei Cjiimerigcn (Allston, USA) te- 
wurden|n jl fciplikaten pipettiert 

I ! I 

2j |tunden bsA 3TC %xl COa-BwtBchrank inkubicit 
I^oliferaion mil Bfilfs des XTT-Cell Proliferation 
Ides Herstellers bwtimmt Dazu wurdea die bt i- 
Veifialtnis 1:50 jjemischt (Ak> 75 XTT- 
|;+ 1,5 /d |2Ie<|ron Coupling Reagenz). Pro well wurden 75 
[eben unil cjlie Platte nach ciner [nkubation fiir 4 Stunden bpi 
:or im E USA-Reader bei 490 gi ;gen 690 nm gemessen. 



J igur23 
Protein der 



lin 



P|s: die 
AJtleZellen 



25 adeWertel 



un 

if 




;teUt: 



ippehnutante 101/ 



08 (Plasmid IgkS) zeigen 
ig aufr die IL-15 vermittelte proliferation von CTLL-2 
gen erne eher proliferaf ionsfbrdernde Wirioing. 

ij tjx mbinantes humane* IL15 kultiviert 

S': )gtoell rekombinan tes uimanes IL-15. 

J 1 1 

en Ansa ze eriuelten 12,5 pg/wc II rekombinantes humanes 
ne Protes n in j den Konzetttration m (von links nach rechte): 2 
m 0, IIS ^g, 0,0625 /tg. CTU >4-Fc zeigte keine Wiricung, 
ensich djar j\ isitivkontrolle (Datp nicht gezeigt). 

i 
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863SS0Z TTZ XW 69 :« OH Z0. OT/frT 



Fusion; 



•jit j.dug 

i 



oteii 



L Fusions 
■ EiWc 



$ Fukons|*otei 



aus einem 



din 35 murines 



;nach An| 



37- 



rudhe 



! tetentan sp 



Yildtyp-IL-15 und 
ib-Fc-Fragments. 



inmanes I der|mimnes IgGl, ein 



SB 




(Sag. 




einem IgG-Fc-Fragment, nut 



1, dadurch gekennzeiclinet, dass das IgG-Fc- 
humanes Ig02, ein murin ss 



0:2.1 (Set 



iteir 



0:3.1 <S0?Jfej?44 



NuMein®pre 



Ansa 



iidnlnach 




IgG3* oder ein jhumanes IgG4 ist. 



|h 1 oder. 2 enthaipnd die AminosSureseque^z 



1 oder 2 enthajend die Aminoi 



1 oder 2 enthaMend die Aminosa 



Dieini 



1 oder 2 enthaltend die Anunosauiesequ 
(gesami i«k WT-1L-15 + IgGtf ) 

Anspnic l 1 oder 2 enthalt aid die Amim 
(gesani & J&WT-UrlS 4- /gG^J 

4in Fusionsprotein 



15) 



and to 



Ansprtdh 



aach mindestens einem 



I entfaalteod die DNA-Sequenz SEQ H> NO:< 



Iff i>T^D MB8S0Z TW 6*+ XW 00**1 OR ZO . 



F * * 

ach Ansjj>n:c| 8 enthaltend die 3 DNA-^Sequenz SEQ ID NO:7. 



ach Ansj rucJi 8 enthaltend die ] )NA-Sequenz SEQ ID NO 



ach AusrirachJ 8 enthaltend die I>NA-Sequeiiz SEQ ID NOi9. 



ush Anspjuch^8 enthaltend die ESNA-Sequenz SEQ ID NO: ID. 



M. Vejctor |fiihah|hd mindfkens eine Nukleuisauii! nach mindestens einem d a: 




unworn 



ijeine Nukkdnsaurej nach mindestens einem der 
A* 1 pf 0 *!^ S bi j 13 und/cl fer ipindestens einen V sktor nach Anspruch 14. 

t ) 

didijuch gdasnnzeichnift, dass es aich bei der 2e£c 
taimj&dtte, cinl Y^aofeizdle und/oder eine immortalMerte Zelfe 



LI 

Ujph gekennzeichne * dass es sich am eine plutt 



ryonale, fotale, ne 



onatale oder adulte Stamm- 



r Ansprfiche 15 bis 17 in Form onerZelllinie- 

in^jstens ein FusionBf wtein nach einem der An 
eine NuHeinsaure nkch einem der Ansprilche { 
einen Vefctar nach Anspruch 14 und/bder mindestens earn 

i 

I 

i 
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8. 



bv no n> -iso 



86S9S0Z TTZ 6tf+ XVd 00=81 OH 20. OX/VJ 



10 



15 



20 



25 



30 




00:81 



e 15 bis 17 undfgeeignete Hilfs- und/oder Zu- 



itietischek C|rganspezifisches Gejvebe und/oder humanes ocer 
ierorgan enlhaltend mindestenh ein Fusionsprotein, minds s- 
— • — iLjs-L^j fg r ^ genarn te Fusionsprotein, mindeste as 
idestens fine genjinnt© Nukleinsauce und/oder 
id mindestens | eine genannte NukleinsMure 
den Vektor, jvobei das Fusionsprotein ein 
enthait j 

•SSugetier enthaltend ; mindestens ein Fusionsprot 5- 
slure kodierend ftir.das genannte Fusionsprotei i, 
iflxaliend mindestens erne genannte Nukieinsaii b 
enthaltend mindestens cane genannte Nukleii i- 
len genannten Vekjor, wobei das Fusionsprotei n 
enthSlL 



s t einer Nuklei nsaure kodierend fiir das ge- 
1 Vektors enihaltenjp mindestens eine genannte 
enthaltend mmdestens eine genannte Nnl 
nten Vektor, wbbei das Fusionsprotein eii 
dent enthalt odlr eines humanen oder ticari- 
ebes und/oder ein 53 humanen oder tierischen 
;h Anspiulh 20 zur Inhibierqng eines IL-1S vermittelten 

TIT 



Fusionfepc ppns> einer Nukl 



kodiemnd fur das ge • 
Vektois enthaltend mindestens eine genannfe ; 
Zblle enthaltend mindestens eine genannte Nuk 
genannten Vektor, wcjbed das Fusionsprotein eb 



39 



Itp-ibo ******* TTZ m OT oo: " m 20< 0im 




40 



fragment enthait, qier eines humanen oder 
ichen (feewebes und/oder eties humanen oder tierischen 
jch 20, zur mhibie([iing dcr Interaktion does 



•terns, einer Nukleinsauie kodierend fur das 
Vektois. enthaltejd mindestens due gen* 
cnthaltend mindestens due genaimte Nu|k- 
iten Vdctor, y obd das Fusionsprotem 
igment enthSlt, zi|r Lyse von Zellen, die 

i 



ein huniai ei I oder tierisches SSiigetier, 



geKennzj achnet, dass es sich um i 
Xenotas is^ la ntation handelt. 



28. Verfahre 
30 Aosjnici 




einer Nukle nsaure kodierend fur das g 
Vektois enthaltend mindestens eine genann 
enthaltend naindestens eine genannte Nu 
iannten Vektor, J 0 bd das Fiisionsprotein 
»t enthait, od] a- eines humanen odor ti 
G|x|ebes und/oder dnk humanen oder tierischL 
nach Ansp^pi 20, zur ProphjLce und/oder Therapie vo| 
foIgeerkrankB agen and/oder Auiinununerktanlcungen. 

oder tierischen jorganspezifischen Qewebe 
oder |ti<jjrischen SSugetierorJans nach Anspruch 20 



sniss Fasionsprotedns 
enthaltendj ^gcnde Schritte: 



°ach mindestens dnem 



10 



ngen 

r o 



mindestenj 



-41- 




I 



llejfoL 
tgcn n mindeste 



Nuklejjisaure m ch einem der Anspriiche 8 1 is 
eines Vektars nach > aispruch 14 in erne Zelle, und 



b. ] JxJ 1 5fiioi i ier Nukk in & ire unter geeignetej l Bedingungen* 

! 

erfal -en zur Hp fa Dung eines human* >n oder rierischen organspes i 
web s und/oder n manen oder tieriscjien SSugetierorgans nach 
enthl jtend die flfoJ!g§aiden Schritte: 



mmo: i alisierte 
Oewibes tmd/pc 
minq&stens eipe 
tdestens 
wobei 



[!eine Stammzelle, 



sine VoriaufexzeUe und/ot 




Zflllp eines humanen *der tierischen organs 
humanen oder tiejischeu Saugetierorgans 
fukkansaiire kodierend ftir ein Fusionsprotej 
le % Vektor enthaltei d mindestens etne genawi| 
pusionsprotein eiij Wildtyp-BL-lS und ein 
It, und zi xi \ anderen jgoindestei is ein geeignetes Difference 



qos Schritta., 

>n Zelle aus Sc uitt b, und 
Zelle aus Schri * c. in ein humanes oder tic 
pebe und/oder ii ein humanes oder tierische 



dadurch 

ns ein geeigut 
a* vorzugswc 




chnet, dass nach, vor 

Transfektions-Maikerge 
die transf ektierte Zelle 



jpriiche 29 oder i 0, dadurch gekennzeichne 
e oder multipotent t embryonal e, fotale, neonaj 
delL 



WW UOTWBO 



41 
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JO 



15 



20 
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isgener Aicht4iumaner Saugetiere nach Anspruch 



! ! 

eine Oocyte, eind Stammzelle, cine Vorlaufix- 
rtalisierte|2elle eines nicht-humanen SSugeticies 



ijderu ag des sich 
umai en Saugetidta 



! 

at c lgen aer Blastoz ; aus Schritt c. in <ane nicht-humane Saugetier- 
Pile it mutte r und 



nach Anspruch 32 Ldadurch gekennzeichnet, dass es sich um eixJe 

1 J 1 1 ; i 

|e oc ar multipolar & embrybnale, fa tale, neonatale oder adult a 



getier, dadurch gjskennzeichnet, dass es nacj 
Anspriiche 32 odg : 33 erzeugt wurde. 




i\ 6 genamiter Blastqzytc entwickelten trans gene n 



25 35. Transjgc 
• NacfaL 



Nukleinsaure, koclierend flir ein Fusionsprate in 
Vekioc, enthaltepd mindestens eine genanr te 
Fusionsprotein ebi Wildtyp-ILr-15 und ein Fc- 
seitsjmindesh ns ein geeignetes Transfekp- 

icrtcn aus Sdhriti a., 
! b> selektierten Ziille in mindbstens eine nicht- 



S|aget5ear, dadurch gekennzeichnet, dass es ecji 
Anspc|ich34is. 



nicht-humanen 
b|er 35 zuf Gewinni 
eines Sfcigetii 




nach mindesteni , 
einer Zelle > eines organ- 
fur die Alio- ond/oda 
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DV noTP-ZHO 
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37. Verweu 
sprflchd 

♦ webes 
spruch : 
2Ur] 



igc bes 
1 34 oder 35, 
einea 



ld/o 



llAuffinden 
ig von to 



.43 



transgelhen nicht-hamanen Saugetieia nach einem der Ari- 
el es humanen oder tic|ischen organspczifischen G &- 
hianca oderi tieiisch^n Saugetierorgans nach An- 

aktiven Wiikstoffen und/oc 



ion phannatologiscl 
jcben Sabstjanzen 

i 



86S9S0Z ITZ 6*+ TTd 30:«T OH ZO 



090 



S9 



30=81 



10 



15 



T 



I 

Figur 1 a: 
Atninosau 



i i 
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NWVNVIS 
DASIHDT 
INTSDPK 
SHEDPEV 
KVSNKAL 
lAVEWESl* 

bhnhytqk! 



Figur 1 b: 
Aminosau 



20 nwvnvisd: 
dasihdtv 
intsdprg 

VSEDDPDVi 
CKVNNKDL 
25 OIYVBWTN 
GLHNHHTTEi 



squea z WT-EL-l 
KKTKDLIQSMH 

nli: :lannsls3| 

DKTi TCPPCPAI 
NWTrt IDGVEVHN. 
PI EI TISKAKGC 
3PE* NYKTTPP 
-SL£ PGK 



iuen;:WT-IL-lS 



inz 



\hlgQl: ; 

j 

iTL YTES fDVHPSC KVTAMKCFLLELQVIS LEf 
IGNVTESGtKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVC 
JLLGGPSVfLFPPKPKDTLMISRTPEVTCWVDK 
'KPREEQjfNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKf 
'RE POVYTLP PSRDELTKNQVSLTCLVKGFY PS f 
,DSDGS.FFLYSKLTyDKSRWQQGNVFSCSVMHI 



?G2a: 



KTE DLIQSMHI BATLYTES EjVHPSCKVTAMKC FLLELQVISLESC 
LII ^NSLSsfGNVTESGCJKECEEIjEEKNIKEFLQSFVHIVQMI 



IKpi JPPCKCPAI 
{JjSWFihflNVEVHTi 
1'IEltTISKPKG^ 
TBI iNYKNTEPt 
SRI PGK 



JLLGGPSVpiFPPKlKDVLMISLSPIVTCVWI 

JTQTHRED^NSTLRWSALPIQHQDWMSGKEFB 

i ; 

fRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPI 
iDSDGSYF|lYSKLRVEfCKNWVERNSYSCSVVHI 

i s 
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oso@ 



3V HOTPJBO S6S9S03 IIZ 6t+ XVH 20 5 8T OH ZO. OX/tX 



IS 



20 



25 



s Figur2a: 



! I 



■ 45:- 



2/12 



xpiei ^WT-IL-15: 



I 

&WVNVI S tlKKlfi: DLIQSMH 

dasihdt^i >jli::lannsls£ 



10 INTS 



DATLYTESDVHPSdKVTAMKCFLLELQVISLBi 
jJGNVXEStSCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVC 



pigur 2 b: 
Aminosau 

i 

PKSADKTH! 
eVkfNW 
ALPAPIE 

esngqpe: 
tqkslsls 

1 

Figur2c: 
Amino sSu 

PRGPTIKPC 

PDVQISWI 

KDLPAPIEF 



luenkblgOl: 



apellggj'SvflpppHpkdtlmisrtpevtcwvdvshedb 
aktkpr! leqynstyrwsvltvmqdwlngkeykckvsn! 

GQPREPqIyTLPPSRI^ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEV 
KTTbpVLDSDGS FFLYSKLTjVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH} 
K 

i 



|mIgG2a: 



WTNNGKTEI*! 

ij I 

30 HTTKSFSRT 



, CKQPAPNLLG( 
E\JHTAQTQTI 
SKflKGSVRAP< 



?SVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVWDVSEDD 

l ♦ I 

DYNSTLRVVS ALtlQHQDWMS GKE FKCKVNN 

! i I 

^YVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVE 
PVLDSDG 5¥F&flrSKL$VEKKNWVERNSYSCSWHEGLRNH 
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86S8 ; fiOZ TTZ 6*+ XVi Z0:»I OH 30. OT/-M 



2901 



IO 



IS 



25 



5 Figur3a: 



*1 



Biwvnvis 
cjasihdt 

INTSDPR 
VSEDDPDVfc 
CKVNNKDlJ 

DIYVEWT 

I 

GLHNHHTTl 



Figur3b: 
AminosSurc 



[uei z Igk8 
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3/12j 



kii idliqsmhl 3atlytespvhpsckvtamkcpllelqvislest 
/li3lannsls4lgnvtesgckeceej,eeknikefldsfvhivdmp 
:ikhcppck 
cswevnnvevh 

lPIE RTISKPKi 

?kte|lnyknte 

iFSRtTPGK 



CPPCKCP^pNLLGGPSVFI FPPKIKDVLMISLS P I VTCVW t 
QTQTHRE^YNSTLRWSALPIQHQDWMSGKEFf 
VRAPQVY^hjP PPEEEMTKKQVTLTCMVT DFMPl 
!.DSDGSY]jwSKLRVEKKNWVERNSYSCSV\ 



i 



20 NWVNVISDI 
DASIHDTVI 

f 

INTSDPRGRjj 

vseddpdvqI 



[uen:; 



149-Fc 



KIEIJLIQSMHir ATLYTESWHPSCHVTAMKCFLLELQVISLES 



iIl|AMNSLSSI; 
CKP 



PPCKCPAifJLLGGPSV|riFPPKj3 



CKVNNKDLI 
DIYVEWTNf 

1 

GtHNHHTTKH 



SWFwNNVE 
'IEILTISKPKG^ 



TEI^KNTEP%DSDGSYFMYSKLR^IOCNWVERNSYSCS\rVHE 
SRIjPGK 



GNVTESGCKECEEIlEEKNIKEFLDSFVHIVQM! 

IKDVLMI SLSPI VTC\ 
! VH Ti|bTQTHRED YNSTLHVySALPI QHQDWMSGKE I 

/RAPQVYV^iPPPEE^EMTKKQVTLTCMVTDEMPEl 
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9V TOTPJBO 



0699902 TTZ 6V+ XVi C0*.8T OH ZO. OT/»T 



! 



5 Figur4: 
NukleinsS 



AACTGGG 
TGCATATT 

ID AACAGCA. 
GATGCAA 
TGTCTTC 
GG. 
ATCAACAC 

IS CAGCACCT 
dGACACCC 
AtSCCAO 
ATAATGC 1 
CAGCGTCC 

20 AAGGTCTO 
AAGGGCAG 
GACCAA 
ATCGCCGT 
CTCCCGTG 

25 CAAGAGCA 
CTGCACAA' 
GA 
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4/li 



. i 
I 

i 



equena WT-1L-1 5-hIgGl: 

ftATGTAATAAGS (^TTTGAAAAAAACpGAAGATCTTATTCAATC 
M GCTACTTTA1 kTACGGAAAGTGATiGTTCACCCCAGTTGCi 

JTTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTGAGTCCGC 
TTCATGATACA 3TAGAAAATCTGATCATCCTAGCAAACAACAGT|I 
.TGGGAATGTAH i^AATCTGGATGCAAAGAATGTGAGGAACTGC 
ATTAAAGAATT :TTGCAGA6TTTTGTACATATTGTCCAAATGTT| 
CGGATCCCAAA 'CTGCTGAGAAAACS'CACACATGCCCACCGTGCO 
TCCTGGGGS SACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCC* 
TGATCTCCCG lACCCCTG^GGTCAtGTGCGTGGTGGTGGACGTd 
ACCCTGAGGTC [AGTTCAAGTGGTAGGTGGACGGCGTGGAGGTG(j 
.GACAAAGCCGO EGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGC 
ACCGTCCTGCAi EAGGACTdGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTC 
ftCAAAGCCCTCi CAGCCCCC^TCGAdAAAACCATCTCCAAAGCC 
CCGAGAACCACi GGTGTACLRiCCCTGGCCCCATCCCGGGATGAGCI 
jcAGGTCAGCCT< ACCTGCCljsGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCC 
GTGGGAGAGC^ATGGGCAGpCGGAGAACAACTACAAGACCACC 
CCTTCTjrCCTCTACAGCAAGCTCACCGTC 
CGTCTTpTCATGjCTCCGTGATGCATGAGGCl 
GAGCCTC|TCCCTC3jrCTCCGGGTAAATGATCTJ 

I 



GGACTCCGAC 
TGGCAGCAGGGi 
CTACACGCAGJ 
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10 



20 



25 



AACTGGG3 



figurS: 

jJukleinsSo^sequenz WT-IL-! 



ii 



TGTAATAAG! 



fcCTCATGATCTC 



CAAGGATG 
GTGAGCGAi 

tfACACACA§fcTCAGACACAAA(jl: 




80:81 (jp/0l/t?l : * 



r _ 

48'r 
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-mIgG2a: 



^TTTGAA&AAAAIVTGAAGATCTTATTCAATCT a 
TGCATAT1|!|ATGCTACTTTA!1 UTACGGAAAGTGAriGTTCACCCCAGTTGCAAAG r 
AACAGCAAI GAAGTGCTTTC3 ZTTGGAGTyACAAGTTATTTCACTTGAGTCCGG \ 
GATGCAAG jjj j&TTCATGATACJ! STAGAAAATCTG^T&ATCCTAGCIAAACAACAGT C 
TGTCTTCT jjjpTGGGAATGTAfi ^GAATCT(5GATGC|^AAGAATGTGAGGAACTGG. \ 
GGAAAAAA MTATTAAAGAATT :TTGC^GA6TTTTG^ACATATTGTCCAAATGTT0 
ATCAACAC P rCGGATCCCAGA JGGCCCACAATCAApCCCTGTCCTCCATGCAAA' P 
15 GCCCAGCA^TAACCTCTTGG^ 



I. 



CTGAGCCCjCATAGTCACATGTGTGGTGGTGGA':! 
A T GA C Cl ZR G A T$TCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAA( ! 

CCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGG^ 1 
CACCAGGA|CTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAi . 



GGTCAGTG 
TGCAAGGT 
CpAAAGGG 
GATGACT. 
GACATTTAi 

CTGAACCAGtfCCTGGACTCT 
GGAAAAGAP I AACTGGGTG 
GGTCTGCAC ? ATCACCACACG2 



AAACAGGTCAC 
TGGAGTGGAO 




ctccccatcca|1' 

caacaaagacj tcccagcgcccat(j;gagagaaccatctcaaaac 
agtaagagctc|acaggta!is?vtgtc^tgcctccaccagaagaag? 

ctgacctgpatggbcacagacttcatgcctgas 
iCaacgggaaaactJgagctaaactacaagaaca 

TGGTTCTTfiCTTl^jTGTACAGCAAGCTGAGAGT 

GAAATAG^TACTCiCTGTTCAGTGGTCCACGAG 
i 

-TAAGAGCjPTCTCC^CGGACTCCGGGTAAATGAG 

i i 



48 



9V UofpJSO 



fieSdSOZ TTZ 6*+ XVJ CO : fit OH ZO. OT/M 



JIT Jcfliq 



-49'r 



6/ii 



S Figur 6 a; 
Nukleiasau 



sequenz WT-IL- 



10 



TGCATAT 1 ] 

Aacagci 
gatggaac 



15 



Flgur 6 b: 
WukleinsS 



VTTCATGATA< 
VTGGGAATGTj 
rATTAAAGAAT 

7C 



equenzhlgGl: 



AACTGGG-^i^TGTAATAAGBSATTTGAAAAAAATTGAAGATCTTATTCAATCl 
VTGCTACTTTAT jtfACGGAAAGTGAT|GTTCACCCCAGTTGC 

iGTGCTTTCB 2TTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTGAGTCCGC 



BTAGAAAA^CTGATCATCCTAGCAAACAACAGTD 
jAGAATCTGGATGCAAAGAATGTGAGGAACTGC 
TTGCAGA^TTTTG|'ACATATTGTCCAAATGTT^ 



20 



icAAATC|i6CTGACAAAACTi 

t&ggggga||gtcagtcttcc 



2S 



tfTCCCGGAC 

GAGGTCAAC 

AGCCGCGGC 

CCJTGCACC 

GCCCTCCC? 

AACCACAGC 



CCTGAGGTCAO 
TCAACTGGTAO 
GGAGCAGTA 

CTGGCTGAA' 
CCCCCATCGA 
TACACCCTGO 



kCACATGcjcCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCC 
CTTCCCCqCAAAA^CCAAGGACACCCTCATGAl 
TGCGTGGTjGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC 

GGACGGCjSTGGAGjGTGCATAATGCCAAGACAS 
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCG1 

GC^GGAGTACA2jGTGCAAGGTCTCCAACAAA 
AAACCATCfcCCAAAGCGAAAGGGCAGCCCCGAG 



30 



CAGCCTGACg TGCCTGGTi 
GAGAGCAATM?GCAGCCGGAi 
CCGACGGCT 
GGAGGGGAA 
ACGCAGAA 



CCATCCCGGGATGiAGCTGACCAAGAACCAGGT 
GCTTCTATCCCAGEGACATCGCCGTGGAGTGG 
.CTAC^AGACC M3GCCTCCCGTGCTGGACT 
TTCTTCCTCTflB».GCAAGCTCACCGIGGACAAGAGCAGGTGGCA 
TCTTCTCATGC JCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC 
3CCTCTCCCTGT JTCCGGGTAAATGAT 

! I 



49 



9V uojpseo 



86S8S0Z TT2 6*+ XVd C0:8T OH 30. OT/VT 



993^9'- 'juvj.diig 



W:8l Jfc/0l/H:M92^dug 



is 



•5oL 



5 Figor7; 



7/12( 



NukleinsauriaKcqueni: mIgG2a| 



£CCAGAGG|^CCACAaTCAA<fCCCTGT^^ 

TCTTGGGlpGACC^TCCGTCBTCATCTTCpCTCCaAAGATCAAGGATGTACTCJ 
10 GATCTCCOTGAGCCCCATAGaScACATGTGTGGTGGirGGATGTGAGCCSAGGATG^ 

* IS I i 

CCAGATGlIp CAGATCAGCTGG|rTTGTGAACAACGTGGAAGTACACACAGCT CAG^ 



GACA?LfeCCEATAGAGAGGAT^CAACAGT^CTCTC|ZGGGTG^TCAGTGCCCTCC| 
CAT C C AGCj^CC AGGACT GGA2|SAGTGGC AAGGAGT^C C AAATGCAAGGTCAACAA | 



AAAGACCTSCGAGCGCCCATC 



JAGAGAACGATCTCAAAACCCAAAGGGTCAG17 
GCCTCCAGCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAAC 



gagctcca|aggtatatgtcti i 
ggtcactcljgacctgcatggtlacagacttjcatgcctgaagacatttacgtggad 
T;GGAcc^I|acgggaaaacagagctaaac|tac^<^ 
Actctgat|gttcttacttcatgtacagc^gctgagagtggaaaagaagaact(s 
ggtggaaagiftaatagctactcj:tgttcagt|ggtccacgagggtctgcacaatca^ 

WSAGCTTCTCcjpGGACTCCGGGTAAATGAG 



20 CACACGAC^ 



asoD 



i 



SO 



S6S9S0Z TT2 6*+ XVJ *0:8T OH 20. 0T/*I 



10 



15 



20 



25 



30 



9& 




8 a: 



^JukleinsSulije sequenz muriner | gK-Leader: 



ATGGAGAi 



ATGCCCAT 
TjCGCTTCC 



1 

■Sib 

\ 



a/12 




cacactcctsctatgggtXctgctigctctgggttccaggttcc 



I 



#igur8b: 

l^ukleinsaiiipequenz humaner jfcDS-Leader; 




GGTCTCTGCAAfcCGCTGGCGACCTTGTACCTGCTGGGGATGCTGC 

1 ; 



GCCTCGGA 



j humaner 



AJTGAACCG' 
T'CCCAGCAGC 

: •'■ T 



F^urSd: 



CACTCAGGGA 



i 



t 

i 

)4-Leader:] 



GAGTCCCTTTTAGGCACTTGfcTTCTGGTGQTGCAACTGGCGCTCC 



Nukleinsaumsequenz humane* 



\ 

[ 

2-Leader: • 

* 

i 



ATGTACAGG^ffGC^CTCCTGlfcTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCACAA 
AGAGT 



51 



sesasoz tw «*+ sra on zo. ot/*t 



igur^la: | j 

tfukleiridSii lesequenz hwaanea MCP-Leader: 



10 



(JCCAAGGGCTCGCT 



Higur9(b: 



20 



ATGA^G13CTCTGCCGCCCTBCTGTGCCTGCTGCTCATAGCAGCCACCTTCAT , 3 



I 



1 ruklcinsSur ^scquenz des kurze n aativea hujpancn H^-15-Leaders: 

i 

15 J! TGTC!J?TCATTTTGGGCTGTTffCAGTGCAGGGCTTCCTAA 



F gur 9 c: 



M uklein^un sequent des lange^nativen huzjiaaen IL-15-Leaders: 

gag^atttcgaaacc^c^tctg^^^ 

TACTTqTA^CAGTCATTTTCT^ 
CfGTTTCAGTGCAGGGCTTCCTAAAACAGAAGCC 



25 



52 



7 * 

DV noTP-ieo * 86S8S0Z IT* 6*+ XTO *o:fiT OH 20. OT/*T 



fiSOgl 



10 



IS 



30 




s; 



53}- 



Figur fy: 



ukleijisaureseqiienz Igk8 



10/12 



kTGG^Ad^GACACACTCCTC CTATGGGT^CTGCTjGCTCTGGGTTCCAGGTTCC A 
(ETGG^GAC AACTGGGTGAATC Ti^TAiU5T^ATTTd-?U^AAAAATTGAAGATCTTA T 
TCAATCTAjFGCATATTGATGC TACTTTAT|iTACGCaAAGTGATGTTCACCCCAG V 
^GCAA^GTAACAGCAATGAAC TGCTTTCTGTTGGApTTACAAGTTATTTCACTT 5 
iGTCCGGAGATGCAAGTATTck^ 

^CAGTTTGTCTTCTAATGQ|SAATGTAA<p 

iictggaIsgaaaaaaatat^ 
icatgttcatcaacacttcg 



.TCCCAGAGGGCCCACAATCAAGCCCT GTCCTC( I 
P GCA*|AT< jCCCAGCACCTAA :CTCTTGGCjTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCC 

USAT < ZftAGGATGTACTC iTGATCTCGCTGAGicCCATAGTCACATGTGTGC i 
3GTGGATC JTGAGCGAGGATG, VCCCAGAT(3TCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACA7l 
5TGG&AG' 7*CACAC^CTCA6ACACAAA<^ 
20 CfrCCGGjSTGpTCAGTC^ 

ApTTCAAA^GCAAGGTCy^CAACA^ 
C|?C3tfu{kcCCAAAGGGTC^^ 

G^GAAl»GATGACTAAGAAA(^GGTCACT|rTGACC TGCATGGTCACAGACTTCA 
T^CTGAAGACATTTACGTGGAGTGGA 
25 Ci ^AGAA£AC TGAACC7VfiTCCTGGACTCTGA|CGGTTC?rTACTTCATGTACAGCAAG 
'GAGAGTGGAAAAGAAGAACTjGGGTGGAAAGAAA^^ 
TGCACGAGG GTCTGCACAATC/ CCACACGACTAAGAfSCTTCTCCCGGACTCCGGG 



TAAATGAG 



! 



3V "noTP-TBO 



53 



S6S9S0Z TTZ 6*+ T7d tOiSX OH ZO. OX/VX 



( = 81 'nO't^azssuEjdtiig 



10 



15 



20 



25 



54 



U/12 



rigur 11: 
^ukleinsfiuresequenz 149-Fc 



|lTGGAGAQAGACACACTCCTGCTATGGGT|VCTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCA 
( JTGG TG ACAACTGGGTGAATQTAATAAGTpATTTGAAAAAAATTGAAGATCTTAlr 



r 

'Al 



^CAATCTATGCATATTGATGqTACTTTATATACGGAAAGTGATGTTCACCCC^ 
tfGCAAAGT^CAGCAATGAACTGCTTTCT^ 

AGTCCGGAGATGCAAGTATTckTGATACA(STAGAA7^ATCTGATCATCCTAGCAA\ 

1 I i 

GAACAGTTpGTCTTCTAATGGpAATGTAA(p^GAATCTGGATGCAAAGAATGTGA<j 

C AACTGGA 3GAAAAAAATATl|^GAATTI , TTGGACAGTTTTGTACATATTGTC( I 

2 AATGTTC lTCAACACTTCGckTCCCAGA^GGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTC( : 

P. TGCAAATl ^:ccagcaccta^:ctcttggc|tggaccatccgtcttcatcttccc 

CKAJy^GAQ'CAAGGATGTACTCATGATCTCGCTGAGCCCCATAGTCACATGTGTGC; 
T GGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAJ i 
C{GTGGAAG' T^CACACAGCTCAjjy^ 

CCGGJGT( SpTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGC I 
ASTTCAAA^GCAAGGTCAACAACA^^ 
rCAAAACGCAAAGGGTC^GTa^ 

GAAGAAGAGATGACTAAGAAAEAGGTCACTjCTGACCTGCATGGTCACAGACTTC^ 
Ti 3CCTGAAG^CATTTACGTGGAGTGGACC^ 

C^GAACACTGAACCAGTCCTGGACTCTGAjTGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAG 

rGAGAGT(3GAAAAGAAGAAC!BGGGTGGAA|\GAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGG 

TftCACG^GqGTCTGCACAATC^CCACACGAfcTAAGAbcTTCTCCCGGACTCCGGG 
TAAATGAG 



-54 



I 



55 



12/12 



80:81 "HO'H H« 8 " e *«3 



Figur 12: : 

ihhibierjetide bzw. proliferati >nsf8rdernde Wirkung unterschiedlicher Protei|> 
Constrakte auf die IL-15 verm ittelte Proliferation von CTLL-2-Zellen 



i : 




149-Fc 



101/108 



JgG2A 



W UOTPOBO * 86S0SO3 TTZ 6*+ XVd 60:8T OK JO. 0T/*T 



55 



SEQUENCE LISTING 



<no> 



<120> 



Cardion AG 



80:81 n5|0^i^F zs9U ^ dl113 



Interleukin-15 Antagonisfcen und ihre Verwendung zur Prophylaxe 
und/odejr Therapie von Transplanp.ationsf olj^*- und/oder Autoiimrmnerkranku£gen 



<130> 



<160> 



236726 



29 



<l"/0> Patentln version 3.1 



46 



<2.L0> 1. 
<2U> 
<212> PRT 
<213> 



Artificial 



<220> 
<223> 



Fusion protein comprising [WT-IL-15 and human IgGl 



<400> 1 

Asn Trp ^al Asn Val He Ser Asp lieu Lys LysJ Thr Glu Asp Leu He 



10 



Gin Ser Met His lie Asp Ala Thr Ifeu Tyr Thr 
20 25 



Pro Ser qys Lys Val Thr Ala Met Lys Cys Phe 

40 



Val He 
50 



Asn Leu 
65 



35 



Ssr 



I Le 



15 



Glu Ser Asp Val His 
30 



Leu Leu Glu Leu Gin 
45 



Leu Glu Ser Gly Asp Ala Ser lie J His Asp Thr Val Glu 
55 \ \60 



He Leu Ala Asn Asn Ser Leu Ser 
70 j, 75 



Ser Asn Gly Asn Val 
80 



80-81 •HO-tW»*«*"3 



Thv Glik Ser Gly Cys Lys Glu C} 
8!i 



Glu Glu ifeu Glu Glu Lys Asn He 
90 5 95 



Lys Glu Phe Leu Gin Ser Phe Vali His II© vkl Gin Met Phe lie Asn 



100 



105 



Thr Seq Asp Pro Lys Ser Ala Aspk Lys Thr H 

115 iao F 



110 



s Thr Cys Pro Pro Cys 
125 



Pro Alel Pro Glu Leu Leu Gly Gly|.Pro Ser Val 
130 135 



Lys ProlLys Asp Thr Leu Met lie [gar Arg Thr 
145 1 150 f 155 



Phe Leu Phe Pro Pro 
140 



Pro Glu Val Thr Cys 
160 



Val Vallval Asp Val Ser His Glu |Asp Pro Gliu Val Lys Phe Agn Trp 
165 V HO 175 



Tyr Val 



Glu Gin 



His Gin 
210 



Lys Ala 
225 



Asp Gly val Glu Val His bvsn Ala 
180 1185 



Lyfe 



Thr Lys Pro Arg Glu 
190 



Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg pTal Val Sej: Val Leu Thr Val Leu 
195 200 V I 205 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 
215 I I 220 



lieu Pro Ala Pro lie Glu Lys Thr He Ser Lys Ala Lys Gly 
230 I" 235 240 



Gin Pro Arg 



Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro] Pro Ser Arg Asp Glu 
245 1 250 S 255 



Leu Thr ays Asn Gin Val Ser Leu T|hr Cys Leu 
260 £65 



Pro Ser 2 sp He Ala val Glu Trp Gp.u Ser Asn 
375 280 



Asn Tyr 
290 



Leu Tyr 
305 



lys 



S sr 



Thr Thr Pro Pro Val 
295 



Val Lys Gly Phe Tyr 
270 



Gly Gin Pro Glu Asn 
285 



Leu Asp Ser 



Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 
310 I 315 



Val Phe S^r Cys Sor Val Met His GJ u Ala Leu 
325 ! 330 



Asp Gly Ser Phe Phe 
300 

\ 

Trp Gin Gin Gly Asn 
320 



His Asn His Tyr Thr 
335 



80:81 •^0 , tl~^suBid(«3 



Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 
340 



Gly Lys 
345 



<210> 
<211> 
<212> 
<2I3> 

<220> 
<223> 



2 

347 
PRT 

Artificial 



rusion protein comprising 



<400> > 

Asn Trp 
1 



Gin Ser 



Pro Ser 



Va) He 
50 



Asn Leu 
65 



Thr Glu 



WT-IL-15 



Val Asn Val He Ser Asp 
5 



and murin IgG2a 



Leu Lys Lys Thr Glu Asp Leu He 
10 15 



Met His He Asp Ala Thr 
20 



Leu Tyr 
25 



Glu Ser Asp Val His 
30 



Cya Lys Val Thr Ala Met Lys Cys Phe Leu Lou Glu Leu Gin 



35 



40 



Ser Leu Glu Ser Gly Asp Ala Ser 116 
55 



tie He Leu Ala Asn Asn 
70 



Uer Leu Ser 
75 



45 



His Asp Thr Val Glu 
60 



Ser Asn Gly Asn Val 
80 



5er Gly Cys Lys Glu Cys Glu Glu Leu! Glu Glu Lys Asn He 



85 



Lys Glu ffte Leu Gin Ser Phe Val His He Val 
100 305 



Thr ser Asp Pro Arg Gly Pro Thr He Lys Pro 



3 15 



120 



Cya Pro ma Pro Asn Leu Leu Gly Gfcy Pro Ser 
130 135 - 



Pro Lys I 
145 



Le Lys Asp Val Leu Met I 
150 



90 J 



95 



Ser Leu 
155 



Gin Met Phe He Asn 
110 



Cys Pro Pro Cys Lys 
125 



Val Phe He Phe Pro 
140 



ser Pro He Val Thr 
160 



AW »A AT /*T 



Cys VaL Val Val Asp Val Ser 
165 



I : S I •nO'tlW ZSSU8 ± dID 3 



Glu' Asp Asp Ero Asp Val Gin He ser 

170 175 



Trp Phe Val Asn Asn Val Glu VaJ 
180 



His Thr Ala Gin Thr Gin Thr His 
185 ] 190 



Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Lev/* Arg Val Val 
' 195 20C 



Gin Hie Gin Asp Tt P Met Ser Glyf Lys Glu Pfee 
21Cl 215 



Ser Ala Leu Pro lie 
205 



Lys Cys Lys Val Asn 
220 



Asn LyslAsp Leu Pro Ala Pro lie Glu Arg Thr He Ser Lys Pro Lys 
225 ™ \ ^ 230 t: 2iS 240 

Gly Serlval Arg Aid Pro Gin VallTyr Val lJu Pro Pro Pro Glu Glu 

~' - 1 24 5 t. 250 1 255 



Glu Met I Thr Lys Lys Gin val Thr jLeu Thr Cy*s Met Val Thr Asp Phe 



260 



265 



Met Pro |Glu Asp He Tyr Val Glu gTrp Thr 
275 280 



Ash 



270 



Asn Gly Lys Thr Glu 
285 



Leu Asn Tyr Lys Aan Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr 
2 90 r * 295 I } 300 



Phe Met tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu Arg 
305 I 310 1 315 320 



Asn Ser ryr Ser Cys Ser Val Val &Ls Glu G1V r-eu His Asn His His 



.325 



330 



335 



Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lyd 
340 445 



<210> 3 

<213> 1J4 

<212> PET 

<213> He mo sapiens 



<400> 3 

Asn Trp 
1 



Val Asn Val He Ser Asp 
5 



Ldu Lys Lys He Glu Asp Leu He 



10 



15 



^«.J_ T7VJ TT»flT iYBB 9 1\ AT /frl 



Gin Ser Met His lie Asp Ala Thj 
20 



80:81 •Wtl^"* ue * dffl 3 



Leu Tyr 
25 



Pro Sea[ Cys Lys Veil Thr Ala MetJ.Lyg Cys 
35 40 K 



Val 11& Ser Leu Glu Ser Gly AspTAla Ser 
50 I 55 



Sjhr Glu Ser Asp Val His 
30 



Phe Leu Leu Glu Leu Gin 
45 



lie His Asp Thr Val Glu 
60 



Asn Led lie lie Leu Ala Asn AsnJJSer Leu Ser Ser Asn Gly Asn Val 
65 I 70 |". 75 80 



Thr Glu| ser Gly Cys Lys Glu CystiGlu Glu Lqu 
85 I 90 



Glu Glu Lys Asn He 
95 



Lys Glu | Phe Leu Gin Ser Phe Val [His He Vail Gin Met Phe lie Asn 
100 [105 1 110 



Thr Ser 



<230> 

<211> 2J31 

<212> HRT 

<213> Hprao sapiens 

<400> 4| 

Pro Lys Ser Ala Asp Lys Thr His ihr Cys Pre 
1 5 \ 10 



Glu Leu 4eu Gly Gly Pro Ser Val ijfae Leu Phe 
20 



Asp Thr Beu Met 1 le Ser Arg Thr Pjro Glu Val 

40 



Asp Val 
50 



Gly Val 
65 



Pro Cys Pro Ala Pro 
15 



Pro Pro Lys Pro Lys 
30 



Thr Cys Val Val Val 
45 



3er His Glu Asp Pro Glu Vail Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 
55 [ 160 



GiLu Val Bis Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gin Tyr 
70 I 75 dO 



Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser vil Leu Thr jVal Leu His Gin Asp 



85 



h 90 



95 



~~~~~*-r rr» tt:«t nw zn. ht/m 



Trp Le i 



Pro Ali 



Glu Pr< 
13C 



Asn Gly Lys Glu Tyx Lyi\ 
100 



Pro lie GLu Lys Thr Il€ 
115 12C 



1 Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 
* 105 I 110 



» Ser Lys J£La Lys Gly Gin Pro Arg 
125 



Gin Val Tyr Thr Leu Pro 
135 



t Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 
140 



A£nGln Val Ser Leu Thr Cys Leu 
145 1 150 



He Ala| Val Glu Trp Glu Ser Asn 
1€5 



Thr Thr| Pro Pro Val Leu Asp Ser 
180 



Lys LeujThr Val Asp Lys Ser Arg 
195 200 



Cy* Ser iVal Met His Glu Ala Leu 
210 I 215 



Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lya 
225 I 230 



Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 
1^5 160 

I 

Gly Gin Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 



170 



175 



Asp Gly Sejr Phe Phe Leu Tyr Ser 
185 190 



Trp Gin Glln Gly Asn Val Phe Ser 
205 



His Asn Hi£ Tyr Thr Gin Lys Ser 
220 



<210> 


5 




<211> 


2 


52 


<21Z> 


Pi 


*T 


<213> 


nu 


as 



<400> 5 

Pro Arg Gly Pro Thr lie Lys Pro 
1 1 5 



Pro Asn ifcu Leu Gly Gly Pro Ser v^l Phe lie 
20 



Lys Asp Vkl Leu Met lie Ser Leu 
35 40 



Cys 



Pro Pro! 
10 



Ser 



Cys Lys Cys Pro Ala 
15 



Phe Pro Pro Lys lie 
30 



Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gin {Tie Ser Trp Phe Val 



Pro lie jVal Thr Cys Val Val 
45 



r 



. ai.x WJ TT 



50 



55 



80-81 •no , ttwf"«M«3 



60 



Ann Asn Val Glu Val His Thr Al4 
65 70 

Tyr As& Ser Thr Lou Arg Val Va3 
85 



Asp Trg Met Sex* GJy Lys Glu Phe! 
100 



Leu Pro Ala Pro I.l e Glu Arg Thr. 

115 120 



Arg Alaj Pro Gin Val Tyr Val Leu 
1301 135 



Lys Lys I Gin Val Thr Leu Thr Cys 
145 150 



Asp lie [Tyr Val Glu Trp Thr Asn 
16h 



Lys Asn |Thr Glu Pro Val Leu Asp 
190 



Gin Thr Gin Thr His Arg Glu Asp 
P 80 



Ser Ala Lfeu Pro lie Gin His Gin 



90 



Lys Cys L^s Val Asn Asn Lys Asp 



105 



95 



110 



11© Ser L^s Pro Lys Gly Ser Val 
125 

i 

Pro Pro Pajo Glu Glu Glu Met Thx 
140 



Met Val TKr 



Asn Gly 
170 



Asp Phe Met Pro Glu 
160 



LyL 



Ser Asp Glj/ 
185 

i 



Ser Lys [Leu Arg Val Glu Lys Lys £sn Trp Va:. 
L95 200 



Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu His Asr 



210 



215 



Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys 
225 230 



<21<)> 


6 


<211> 


3 


<212> 


P] 


<213> 





:ifical 



<220> 
<223> Plksmid 



Thr GLu Leu Asn Tyr 
175 



Ser Tyr Phe Met Tyr 
190 



Glu Arg Asn Ser Tyr 
205 



His His Thr Thr Lys 
220 



▼ run »rt AT /*tl 



<400> 



AiSll 

1 



Tr 5 



Val Asn Val He Ser Asj 
5 



Gin Ser Met His He Asp Ala ThJ 
20 



8 0 : 8 1 •l10'tl^P E ""* dl, a 



Leu Lys ilys Ha Glu Asp Leu He 
10 1 15 



*Leu Tyr Ehr Glu Ser Asp Val His 
25 } 30 



Pro 3&i Cys Lys Val Thr Ala Met 
1 35 40 



Val lid Ser Leu Glu Ser Gly Asp^ 
50 I 55 



Asn Leuj lie He Leu Ala Asn Asn 
65 I 70 



Thr GlulSer Gly Cys Lys Glu Cys 
85 



Lys Glu I Phe Leu Asp Ser Phe Val 
100 



Lys Cys P ie Leu Leu Glu Leu Gin 
45 



.Ala Ser lie His Asp Thr Val Glu 
60 



Sex Leu Se^r Ser Asn Gly Asn Val 
75 SO 
« 

£lu Glu Leju Glu Glu Lys Asn He 
90 95 



Sis He 
105 



Va*L 



Thr Ser jAsp Pro Arg. Gly Pro Thr fcle Lys Pro 
L15 120 ji 



Cys Pro 

130 . 



Pro Lys 

145 



Cys Val 



la Pro Asn Leu Leu Gly ply Pro Se: 
135 



Ele Lys Asp Val Leu Met lie Ser Lei: 
150 li 15^ 



ral Val Asp Val Ser Glu Asp As P Pr< 
165 I) 170 



Asp Met Phe lie Asn 
110 



Cys Pro Pro Cys Lys 

1*5 



Val Pho He Phe Pro 
140 



Ser Pro He Val Thr 
160 



Asp Val Gin He Ser 
175 



Trp Phe ^ , ^al Asn Asn Val Glu val Qis Thr Ala 
160 |5 

Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Aiig Val Val 
k }$ - 200 Y 



Gin His Gjln Asp Tcp Met Ser Gly Lys Glu Phe 
210 I 215 



Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro lie gAu Axo; Thr 
225 230 ji 235 



Gin Thx Gin Thr His 
190 



Ser Ala Leu Pro He 
205 



Lys Cys Lys Val Asn 
220 



He Ser Lys Pro Lys 
240 



Gly Ser Val Arg Ala Pro Gin Val T^r Val Leu pro Pro Pro Glu Glu 



«*+ zt:»T OH 30. 0V*1 



* 



i:8l 'HO'H^WM^ 



245 



250 



265 



270 



Glu Mat Thr Ly:* Lys Gin Val Thr? Leu Thr dys Met Val Thr Asp Phe 

i 

i 

Met Pro Glu Asp £le Tyr Val Gli 
* 275 28C 



255 



Leu Asr 
29C 



Trp Thr a|sn Asn Gly Lys Thr Glu 
285 



Tyr Lys Asn Thr Glu Pro 
295 



Phe Metf Tyr Ser Lys Leu Arg Val 
30!5 i 310 

r 

I 

Asn Ser! Tyr Ser Cys Ser Val Val 



Thr Thr 



325 



Lys Ser Pho Ser Arg Thr 
340 



<210> \ 

<21L> 34 7 

<212> I$RT 

<213> Afctifical 



<220> 

<22 3> Fusion protein comprising 

<400> 7 

Asn Trp Val Asn Val lie Ser Asp 



Val Leu Akp Ser Asp Gly Ser Tyr 
300 



!-Glu Lys Lys Asn Trp Val Glu Arg 
: 3l5 320 



i J 

His Glu Gjjy Leu His Asn His His 
330 j 335 



Pro Gly hyp 
345 

i 
i 



mutiL-i5 



afnd Fc-Fragznent 



i 

eu Lys Lys 
10 



Gin Ser tqet His Jlc Asp Ala Thr iJgu Tyr Thr 

20 25 

i 
t 
I* 

Pro Ser Cys Lys Va.) Thr Ala Met Ly.s Cys Phe 



3P 



bO 



40 



Val He Ser Leu GLu Ser Gly Asp a:, a Ser lie 



55 



Asn Lgu lie lie Leu Ala Asn Asn Ser Leu Ser Ser Asn Gly Asn Val 



1 



70 



lie Glu Asp Leu He 
15 



Glu ser Asp Val His 
30 



Leu Leu Glu Leu Gin 
45 



His Asp Thr Val Glu 
60 



75 



80 



ttu.t *t*ot can yn . AT/frT 



80 : 8 L 'HO-tlWMWM^a 



Thr Glu Ser Gly Cys Lys Glu Cyi Glu Glu lieu Glu Glu Lys Asn He 



i 



85 



\ 100 



90 



95 



Lys Glu Phe Leu Aisp Ser Phe VaJ j His lie Val Gin Met Phe He Asn 



105 



Thr Ser> Asp Pro Arg Gly Pro Thr 
t 115 120. 



110 



Cys PrcfcAla Pro Asn Leu Leu Gly 



130T 



Pro Lys 
145 



Cys Val 



135 



He Lys Asp val Leu Met 
150 



Val val Asp Val Ser Glu 
1613 



He Lys Pro Cys Pro Pro Cys Lys 
125 



: t Gly Pro Ser Val Phe He Phe Pro 
l I 140 



He Ser Leu Ser Pro He Val Thr 

160 



Leu 
1^5 



Asp Asp Prso Asp Val Gin He Ser 



170 



Trp PheSval Asn A*n Val Glu Val 



ftis Thr Ala Gin Thr Gin Thr His 



180 



185 



Arg Glu 'Asp Tyr Asn Ser Thr Leu 
195 200 



Gin His 
210 



175 



190 



Arg val Vai Ser Ala Leu Pro He 
1 205 



Sin Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Ph<| Lys Cys Lys Val Asn 



215 



225 



^s; 



Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro He Glu Arg Thj 



230 



233 



220 



He Ser Lya Pro Lys 
240 



Gly Ser Val Arg Ala Pro Gin Val 1 yr Val Led Pro Pro Pro Glu Glu 



245 



Glu Met $hr Lys Lys Gin Val Thr X ©u Thr Cys] Met Val Thr Asp Phe 



I 260 



2 65 



Met Pro Gjlu Asp He Tyr Val Glu Tarp Thr Asn 
2j75 280 1 

f 

Leu Asn T^rr Lys Asn Thr Glu Pro Vful Leu Asp 
290 ! 295 



305 



Phe Met T^r Ser Lys Leu Arg Val gIu Lys Lys jksn Trp Val Glu Arg 



250 



i 

J: 



255 



270 



Asn Gly Lys Thr Glu 
285 



Ser Asp Gly Ser Tyr 
300 



310 



Asn i?er T^r Ser Cys Ter Val Val Hijs Glu Gly Leu His Asn His His 



315 1 



320 



80*81 -\WH ^89U8M("3 



325 



Thr Thv Lye Ser £»ne Ser Arg Ttor; 
340 



330 



Pro <31y 
345 



335 



Lye 



<210> 8 

<211> .1047 

<212> DMA 

<T213> Artifical 

<220> 

<223> Fusion protein comprising WT-IL-15 

i 

: 



and human IgGl 



<400> 8 
aacfcgggtga 

ati-gatgeta 

aagtgctttc 

gataeagtag 

acagaatctg 

cagagttttg 

aaaaetcaca 

CtCLtCCCCC 

gtggtggtgg 

gtggaggtgc 

jgtggtcagcg 

aggtcfccca 

agccccgag 

ggccagcp 

agagcaatg 

gctccttct 

cjtcttctcat 

ccctgtctc 
i 

<210> 9 



atgtaatriag 
ctttatai.ac 
tcttggagtt 
aaaatctgat 
gatgcaaaga 
tacatatLgt 
catgcccacc 
caaaacccaa 
acgtgagcea 
ataatgccaa 
tcctcaccgt 
acaaagcczrt 
aaccacaggt 
tgacctgcct 
ggcagccgga 
tcetctacog 
gctcegigat 
cgggtaaatg 



tgatttgaa 

ggaaagtgat 

acaagttatt 

catcctagca 

afcgtgaggaa 

ccaaatgttc 

gtgcccagca 

ggacaccctc 

cgaagaccct 

gacaaagccg 

cctgcaccag 



T 



I 

ggtoaagtj 
ggaggagcj 
gactggctga 



cccagccccc atcgagaaaa 
gtacaccctg cccccatccc 



ggtcaaaggc 
gaacaacfcac 
caagctcacc 
gcatgaggct 
atctaga 



citctatccca 



<ntggacaaga 



atctatgcat 


6C{ 


aacagcaatg 


120 


aagtattcdt 


180 


tgggaatgta 


240 


agaatttttg 


300 


atctgctgac 


360 


gtcagtcttc 


420 


ggtcacgtgc 


480 


cgtggacggc 


540 


cacgtaccgt 


600 


gtacaagtgc 


660 


agccaaaggg 


720 


gaecaagaac 


780 


cgtggagtgg 


840 


ggactccgac 


900 


gcaggggaac 


960 


gaagagcctc 


1020 




1047 



<211> ;1045 

I 

<212> \ DNA 

j 

<213> ;ArtificaX 



<220> 

<223> -Fusion protein comprising WT-IL-15) and murin IgG2a 



80 : 8 1 •mO > *W I » yE H | 3 



<4 00> 9 
aactgggtga 

attgatgcta 

aaqtgctttc 

gatacagtag 

acngaatctg 

cagagttfctg 

atcaagccct 
ttuatcttbc 
tglgtggtgg 
aacgtggaag 
cgggtggtca 
Itgcaaggtca 
Jgggtcagtaa 
jaaacaggtca 
tggaccaaca 
jatggttctt 

aatagctact 

i 

:tctcccgga 



atgtaalraag 
ctttatatac 
tcttggagtt 
aaaahctgat 
gatguaanga 
tacatatLgt 
gtccLccatg 
ctccaaoyat 
tggatgt.gag 
tacacac^agc 
gtgccctccc 
acaacaaaga 
gagctccaca 
ctctgacctg 
acgggoaaac 
acUtcotgha 
cctgttcaqt 
ctccggglaa 



tgatttgaa L aaaattgaag atcttattca 
ggaaagtga :: gtteacccca gttgcaaagt 



acaagttatl: 
catcctagcci 
atgtgagga* 
ccaaatgtte 
caaatgccca 
caaggatgta 
cgaggatgac 
tcagacacaa 
catccagcac 
cctcceagcg 
ggtatatgtc 
catggtcaca 
agagetaaae 
cagcaagctg 
ggtccacgag 
atgag 



tcacttgact ccggagatgc 
aacaacagt t tgtcttctaa 
ctggaggaaja aaaatattaa 
jatcaacactjt cggatcccag 
•gcacctaacb tcttgggtgg 
ctcatgatc ; ccctgagcec 
ccagatgtcc agatcagctg 

i 

^acccataga^ aggattacaa 
paggactgg^ tgagtggcaa 
ccatcgaga* gaaccatctc 



210> 


10! 


2U> 


341 


212> 


DMA 


213> 


Homo 



ttgcctccacj cagaagaaga 
gacttcatgcj ctgaagacat 
taeaagaacaj ctgaaccagt 
agagtggaaa agaagaactg 
ggtctgeacal atcaccacac 



atctatgcat 
aacagcaatg 
aagtattcat 
tgggaatgta 
agaatttttg 
agggcccaca 
accatccgtc 
catagtcaca 
gtttgtgaac 
cagtactctc 
ggagttcaaa 
aaaacccaaa 
gatgactaag 
ttacgtggag 
cctggactct 
ggtggaaaga 
gactaagagc 



<IO0> 10 



6) 
12 

ib\ 

24( 
30C 
36C 
42C 
4801 
540 
600 

720 I 
780 
840 
900 
960 
1020 
1045 



b+ yvj CTtftT OH zo. oi/v 



aaotgggtga atgiaafcaag 
atbgatgcta ettratatac 
aagtgctjttc tcttggagtt acaagtta 
gatacag.tag aaaatctgat catcctagi 



80:81 'H0'»lW z "«M«3 



tgatttgasa aaaattgaag at ct tat tea atctatgcat 
ggaaagtgcjt gttcacccsa gttgcaaagt aacagcaatg 
tcacttgagt ccggagatge aagtattcat 
aacaacagtt tgtcttctaa tgggaatgta 
acagaatctg gatgcaaaga atgtgaggak ctggaggaaa aaaatattaa agaatttttg 



x 



eagagttfctg tacatattgt ccaaatgctp; atcaacactt c 

i 

i 

<210> ii 

! 

<2ll> 697 
<212> 6NA 
<2l3> Homo sapiens 
I 



! 

ccccccaaaaj cccaaggaca 



<4 00> ljl 

cccaaatcjtg ctgacaaaac tcacacatgcjccaccgtgcp 

ggaccgtcag tcttcctott 
i 

cctgaggt'ca cgtgcgujgt ggtggacgtg] .agccacgaag 
tggtacgtfcfg acggcgtgga 
aacagcacgt accgtgtggt 
aaggagtaca agtgcaaggt 



i 

ggt g a i 1 a a fc I ,g ? ca a ga caa 
cagcgtcctc) .accgtcctgc 
ct cca a ca a a j gccc t £&«a<j 
ccgagaacca J paggtgtaca. 
a $ gee t ga c e j tgcctggt caj 
caatgggcag Iccggagaac 



i 



tccsaagcca aagggcagce 
j 

gagctgacca agaaccaggt 

! 

j 

atcgccgtgg agtgggagag 
i 

gtgctggact ccgacggct-C cttcttcctc jtaeagcaag 
fcggcagca^g ggaaegtett ctcatgctcc J^tgatgcatg 
sicgcagaaga gectci ccct gtctccgggt jaaatgat 

i 

C210> 12: 

* 

C211> 700 
C212> DKA 

«:213> mus musculus 



cagcacctga 
ccctcatgat 
accctgaggt 
agecgeggga 
accaggactg 
cccccatcga 
ccctgccccc 
aaggcttcta 
actaeaagac 
tcaccgtgga 
aggctctgea 



actcctgggg 
Qtcccggacc 
caagttcaac 
ggagcagtac 
getgaatggc 
gaaaaccatc 
atecegggat 
toccagcgac 
cacgcctccc 
caagagcagg 
caaccactac 



<400> 12 : 

cccagagggc ccacaatcaa 
ggtggaccat ccgtcttCtiL- 



gccctgtcct 
cttccctcca € 



1: 

catgeaaat sgcccagcaco taacctcttg 
$gatcaagg ktgtactcat gatctccetg 



(0 
130 
180 
243 
30 3 
34 



6C 
12( 
180] 
2401 
300 
360 
4201 
480 
540 
600 
660 
697 



60 
120 



agccccafcag 
agctggtttg 

tacaacagta 

i 
i 

ggcaaggagt 

atctcaaiac 
i 

gaagaga^ga 

gocatttacg 

\ 

s 

ccagtcctigg 
i 

: 

aactgggtjgg 

i 

cacacgacta 



tcacatgtgt 
tgancetacgt 
ctctccyggt 
tcaaatqcaa 
ccaaagggtc 
ctaagaaaca 
tggagtgqac 
actctgatgg 
aaagaaoLag 
agagcttctc 



ggtggtggatj 
ggaagtaca 
ggtcagtigc 
ggtcaacaa 
agtaagage 
ggtcactctg, 
caacaacggg 
ttcttacttci 
ctactcctgl 
ccggactccc 



<210> 




<23 1> 


» 


<212> 


i 


<23 3> 


i 

Mus 


<400> 


j 



musculut; 



atggagac^g acacactcct gctatgggta 
gac 



<210> 


I' 


<211> 


72 
l 


<212> 


i 


<213> 


• 

Homo 



c400> 14: 

atgcccatgjg ggtctctgea accgctggcc 
i 

:cctgcctcig ga 



C210> 15j 

<:211> 75 j 

<:212> DN^ 

<213> Homo sapiens 



:8l *^0J^H ezs ^n^3 



gtgagcga^g 
acagctcajra 
ctccccatic 
aaagacctcc 
ccacagg^4t 
acctgcatgg 



] 

aaaacagagjc 
atgtacagqa 
tcagtggtdc 

:ggtaaatga» 

j 

i 
i 



atgacccaga 
caeaaaccca 
agcaccagga 
cagcgcccat 
atgtcttgcc 
tcacagactt 
taaactacaa 
agctgagagt 
acgagggtct 



tgtccagatc 
tagagaggat 
ctggatgagt 
cgagagaacc 
tccaccagaa 
catgcctgaa 
gaacactgaa 
ggaaaagaag 
gcacaatcac 



ctgctgctct 



gggttccagg ttccactggt 



accttgtacc 



tgctggggat getggtcgct 



18C 

243 

30 

36) 

421) 

480 

540 

60< 

66C 

70C 



60 
63 



60 
72 



80 : 8 1 *MO"f 



<40O> 15' 

atgaaecggg gagtcccttt taggcacttgr cttctggt^c tgcaactggc gctcctccca 
gcagccacjtc aggga 



<210> 16 

1 

<211> $0 



6t 
73 



<212> 4NA 
i 

<213> Homo sapiens 



<$00> l|6 

atquacagjga tgcaadicct gtcttgcattjigcaetaagfcc ttgeaottgt cacaaacagt 



<2l0> %? 

<211> 68 

<212> DhA 
« 

I <213> Homo sapiens 



J 



<400> 17 

tga/aagtc^c tgccgccctt ctgtgcctgcj tgctcatagc 



ggctcgct 



<210> 18' 

|<211> 4C( 

:212> Dflta 
• i 

i 

c213> Hoino sapiens 



:400> 18| 

itgtcttcat tttgggctgt ttcagtgcag bgcttcctaa 



:210> 


19-; 
i 


:211> 


144 

: 


:212> 

213> 


i 

DNA 

i 

Homo 

! 
i 


40O> 


i 

19! 

1 

1 



agccaccttc attccccaag 



60 
68 



40 



80 = 81 'MO 



ezssuejdioi 



atgagaafcct cgaaaccaca tttgagaagfc atttccatsc agtgctactt gtgtttactt 

fi 

ctaaacagtc attttctaac tgaagctggc attcatgtot tcattttggg ctgtttcagt 
gcagggcttc ctaaaauaga agcc 



<210> 20 

<2U> 1108 

<212> DNA 

<2\3> Artificial 

<220> 

<223> Plasmid 



<400> 20 
atggagacag 

gacaactggg 

catattgatg 

atgaagtgct 

catgatacag 

gtaacagaat 

ttggacagtt 

acaatcaagc 

gtcttcatct 

acatgtgtgg 

aacaacgtgg 

ctccgggtgg 

aaatgcaagg 

aaagggtcag 

aagaaacagg 

gagtggacca 

tctgatggtt 

agaaatagct 

agctlctccc 



acacact.ccu 
tgaatgtaat 
ctactttata 
ttctcttgga 
tagaaaafcct 
ctggaligcaa 
ttgtacatat 
cctgtcctcc 
tccctccaaa 
tggtggatqt 
aagtacacac 
tcagtgccct 
tcaacaacaa 
taagagctcc 
tcactntgac 
acaacgggua 
cttacttcah 
actcctghtc 
ggactccggg 



gctatgggtaj,",ctgctgctci gggttceagg 
aagtgatttgl.aaaaaaatta aagatcttat 



tacggaaagt 
gttacaagtt 
gatcatccta 
agaatgtgag 
tgtcgacatg 
atgcaaatgc 
gateaaggat 
gagcgaggat 
agctcagaca 
ccccatccag 
agacctccca 
acaggtatat 
ctgcatggtc 
aacagagcta 
gtacagcaag 



gatgttcacc ccagttgcaa 



atttcacttg 



agtccggaga 



;3fcaaacaacaj gtttgtcttc 
gaactggagg aaaaaaatat 
ttcatcaaca cttcggatcc 
<peagcacctaj acctcttggg 
gtactcatgaj tctccctgag 
gacccagatgj tccagatcag 
caaacccataj gagaggatta 
i^accaggactj ggatgagtgg 

gcgcccatcg agagaaccat 

i 

jtcttgcctc caccagaaga 

acagacttca [tgectgaaga 

ijactacaaga lacactgaacc 
i 

^tgagagtgg jaaaagaagaa 



agtggtccac' gagggtctgc [acaatcacca 



taaatgag 



ttecactggt 
tcaatctatg 
agtaacagca 
tgcaagtatt 
taatgggaat 
taaagaattt 
cagagggccc 
tggaccatcc 
ccccatagtc 
ctggtttgtg 
caacagtact 
caaggagttc 
ctcaaaaccc 
agagafcgact 
catttacgtg 
agtcctggac 
ctgggtggaa 
cacgactaag 



6t 
12) 
14] 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 I 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1108 



i: 



</10> 21 

<211> JLIOB 

<212> DNA 

<213:> Artificial 
! 

<220> I 

<223> Fusion protein comprising, mutIL-15 



<400> ?1 
atggagacag 

gacaactggg 

catattgatg 

atgaagtgpt 

cat.gatacag 

gtaacagaat 

ttggacagtt 

i 

acaatcaa&c 

gfccttcatct 

i 

acatgtgtgg 

i 

aacaacgtgg 

ctccgggtgg 

•i 

aaaUgcaagg 

aaaqggtc^g 

i 

aagaaacagg 

. ; 

gagtggaccia 
tctgatggtt 

i 

agaeatagct 

agcttctccc 

i 
t 

<210> 22 I 

! 

<211> 74.: 

: 
I 

<212> DNA 



acacacfccct 
tgaatgraat 
etacLttota 
ttctctfcgga 
tagaaanict 
ctggfltcjcaa 
ttgtacatat 
cctgtcctcc 
teccfcccaaa 

tggtggar.gt 

aagtacacac 
tcagtgccct 
tcaacaacaa 
taagagctcc 
tcactctgac 
acaacgggaa 
cttacttcat 
actcctgtrc 
ggactccggg 



80**8 1 -MO'tl W»» UB M D 3 



and Fc-Fragment 



gctatgggfc 
aagtgatttc 
tacggaaagt 
gttaeaagtt., 
gatcatccta 
agaatgtgag 
tgtccaaatg 
atgcaaatgc 
gatcaaggat 
gagcgaggat 
agctcagaca 
ccccatccag 
agaectccca 
acaggtatat 
ctgcatggtc 
aacagagcta 
gtacagcaag 
agtggtccac 
taaatgag 



4 ctgctgctcit 
aaaaaaatt j 
gatgttcacjs 
atttcacttg 



gcaaacaac^ 
gaactggag 



ttcatcaaea 
i 

jccagcacct^ 
jgtacucatga 
gacccagatc 
caaacccata 
saccaggact 
gcgcceatcg 

i 

gtcttgcctcj 

acagacttcaj 

I 

aacfcacaaga 
etgagagtgg 
jagggtctgc 

I 



gggttccagg 

aagatcttat 

ccagttgcaa 

agtccqgaga 

gtttgtcttc 

aaaaaaatat 

cttcggatcc 

acctcttggg^ 

tctccctgag 

tccagatcag 

gagaggatta 

ggatgagtgg 

agagaaccat 

caccagaaga 

tgcctgaaga 

acactgaacc 

aaaagaagaa 

acaatcacca 



ttccactggt 


6d 


tcaatctatg 


1ZC 


agtaacagca 


180 


tgceagtatt 


240 


taatgggaat 


300 


taaagaattt 


360 


cagagggccc 


420 


tggaccatcc 


480 


ccccatagtc 


540 


ctggtttgtg 


600 


caacagtact 


660 


caaggagttc 


720 


ctcaaaaccc 


780 


agagatgact 


840 


catttacgtg 


900 


agtcctggac 


960 


otgggtggaa 


1020 


cacgactaag 


1080 




1108 



<?13> lArtificiel 



<220> 



<223> jOligonuca sotide forward 



80:81 'HO'* 



primer 



<400> j22 j! i I 

ctagecapca tggagacaga cacastcctta ctatgggtac tgctgctctg ggttccaggt 00 



tccactggtg acaa 

<210> 23 

<211> 74 

<212> DNA 

<213> Artificial 



l 



: i 



i 



<220> 



<223> Oligonucleotide reverse primer 



<40O> 23 
ecagttgtca ccagtgcjaac ctggaacccs 

tgtctccatg gtgg 

i 

•i 

<210> 2^ 
<211> 3? 

<212> DNA 

i 

<213> Artificial 



<220> ! 

<223> Oligonucleotide reverse pj 
<400> 24 1 ! 

gatcttcaat: ttttttcwaa tcaattatta fcattcac 

i 
j 

<210> 25; 

i 

<213> 36: 



gagcagcagt acccatagca ggagtgtgte 



60 
741 



aer 



37 



tt7 YVJ fit:8T OH SO. 01/* 



<2X2> jONA 



<213> jArtificial 



<220> 



<223> ^Oligonucleotide forward 



80:81 -H0'» 



S9UB J.dU13 



primer 



<4 00> 25 
ctgggtgaat gtantaagtg atttgaaaa 

i 

<210> 26 
i 

<211> 111 



<212> 



<2J3> Artificial 



<220> 



<223> construct comprising Nhel 
lixi 



<400> 2f 
ctagccacca tggagacoga cacactcckg 

tccactggtg acaactgggfc gaatgtaata 

i 

<210> 27 

i 
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